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m a y  b e  a n  i n f r i n g e m e n t  o f  c o p y r i g h t  a n d  c o p y r i g h t  
o w n e r s  m a y  b e  e n t i t l e d  t o  t a k e  l e g a l  a c t i o n  
a g a i n s t  p e r s o n s  w h o  i n f r i n g e  t h e i r  c o p y r i g h t .  
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S T A T E M E N T  O F  C O N T R I B U T I O N  
I  h e r e b y  c e r t i f Y  t h a t  t h e  w o r k  e m b o d i e d  i n  t h i s  t h e s i s  i s  t h e  r e s u l t  o f  m y  o w n  w o r k  e x c e p t  
w h e r e  a c k n o w l e d g e d  a n d  i s  n o t  b e i n g  s u b m i t t e d  f o r  a  h i g h e r  d e g r e e  t o  a n y  o t h e r  i n s t i t u t i o n .  
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S I G N A T U R E  ( F a t h u m a  S h a i r a  M a g d o n  I s m a i l ,  S t u d e n t )  D A T E  
T h e  a b o v e  r e p r e s e n t s  a n  a c c u r a t e  a c c o u n t  o f  t h e  s t u d e n t ' s  c o n t r i b u t i o n  
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S I G N A T U R E  ( D r .  A n d r e w  R u y s ,  S u p e r v i s o r )  
D A T E  
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A C K N O W L E D G E M E N T S  
F i r s t l y ,  I  w o u l d  l i k e  t o  t h a n k  m y  s u p e r v i s o r  D r .  A n d r e w  J .  R u y s  f o r  h i s  c o n t i n u e d  s u p p o r t  a n d  
e n c o u r a g e m e n t  d u r i n g  t h e  p a s t  f o u r  y e a r s .  H e  p r o v i d e d  m e  w i t h  j u s t  t h e  r i g h t  a m o u n t  o f  
p r e s s u r e  a n d  i n s t i l l e d  c o n f i d e n c e  i n  m e  w h e n  e v e n  I  c o u l d  n o t  f i n d  i t .  T h a n k  y o u  f o r  a l l o w i n g  
m e  t o  w o r k  a t  m y  o w n  p a c e  a n d  w o r k  i n d e p e n d e n t l y .  I t  w a s  a l w a y s  k n o w n  a m o n g  h i s  
s t u d e n t s  t h a t  w e  c o u l d  c o u n t  o n  h i m  t o  b e  t h e r e  f o r  s u p p o r t  a n d  a d v i c e  w h e t h e r  i t  i s  w i t h  a  
p e r s o n a l  o r  s t u d y  i s s u e .  
A  g r e a t  d e a l ,  i s  o w e d  t o  m y  c o - s u p e r v i s o r  D r .  P h i l  M a r t i n  ( C S I R O ,  I n d u s t r i a l  P h y s i c s ,  
L i n d f i e l d )  f o r  o f f e r i n g  g u i d a n c e  i n  m y  e x p e r i m e n t s  a n d  a l w a y s  p r o v i d i n g  f e e d b a c k  o n  a n y  
w r i t t e n  w o r k  I  p r e s e n t e d  t o  h i m  i n  a  v e r y  t i m e l y  m a n n e r .  T o  D r .  A v i  B e n d a v i d  ( C S I R O ,  
I n d u s t r i a l  P h y s i c s ) ,  t h a n k  y o u  f o r  a l l  y o u r  e n c o u r a g e m e n t  a n d  h e l p  w i t h  e v e r y  s t e p  o f  m y  
p r o j e c t .  T o  M r  E d .  P r e s t o n  ( C S I R O ,  I n d u s t r i a l  P h y s i c s ,  L i n d f i e l d ) ,  I  a m  v e r y  g r a t e f u l  f o r  t h e  
4 0 0  o r  s o  s a m p l e s  h e  c u t  f o r  m e .  I  k n o w  i t  c o u l d  n o t  h a v e  b e e n  a n  e n t e r t a i n i n g  j o b .  
A l s o  o w e d  a  h u g e  t h a n k  y o u  a t  t h e  C S I R O  i s  D r  J i a  D u  ( C S I R O ,  I n d u s t r i a l  P h y s i c s ,  
L i n d f i e l d )  f o r  a l l  t h e  t i m e  s h e  s p e n t  t e a c h i n g  m e  m i c r o l i t h o g r a p h i c a l  t e c h n i q u e s ,  m a s k  
c o p y i n g  a n d  d e s i g n .  I  c o u l d  n o t  h a v e  p r o g r e s s e d  a s  f a r  a s  I  d i d  w i t h o u t  h e r  c o n t i n u e d  
a s s i s t a n c e .  E v e n  a t  v e r y  s h o r t  n o t i c e ,  s h e  a l w a y s  m a d e  t h e  t i m e  a n d  e f f o r t  t o  a s s i s t  m e .  
T o  a n o t h e r  o f  m y  c o - s u p e r v i s o r s ,  P r o f e s s o r  R e b e c c a  M a s o n  ( D e p a r t m e n t  o f  P h y s i o l o g y ,  T h e  
U n i v e r s i t y  o f  S y d n e y ) ,  I  w o u l d  l i k e  t o  t h a n k  h e r  v e r y  m u c h  f o r  h e r  a d v i c e  w i t h  r e g a r d s  t o  m y  
c e l l  c u l t u r e  w o r k  a n d  f o r  i m p a r t i n g  o n  m e  a l l  t h e  k n o w l e d g e  n e c e s s a r y  t o  u n d e r s t a n d  t h e  
p r o c e s s e s  i n v o l v e d  i n  b o n e  c e l l  g r o w t h .  
D r .  R a m i n  R o h a n i z a d e h  a n d  S h a i m a a  A t w a  ( D e p a r t m e n t  o f  P h y s i o l o g y ,  T h e  U n i v e r s i t y  o f  
S y d n e y ) ;  t h e i r  t i m e  a n d  e f f o r t  i n v o l v e d  i n  t e a c h i n g  a n d  s u p e r v i s i n g  m y  c e l l  c u l t u r e  w o r k  w i l l  
n o t  b e  f o r g o t t e n  a n d  i s  g r e a t l y  a p p r e c i a t e d .  
A t  t h e  E l e c t r o n  M i c r o s c o p y  U n i t  ( E M U ) ,  I  w o u l d  l i k e  t o  a c k n o w l e d g e  D r  I a n  K a p l i n  f o r  h i s  
s u p e r v i s i o n  a n d  a s s i s t a n c e  i n  t h e  u s e  o f  t h e  S E M .  H i s  e x p e r i e n c e  a n d  k n o w l e d g e  w a s  
i n v a l u a b l e  i n  a l l  m y  m o r p h o l o g i c a l  s t u d i e s .  
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N o w  t o  m y  f r i e n d s ,  w h o  k e p t  m e  s a n e  d u r i n g  a l l  t h o s e  l o n g  d r a w n  o u t  e x p e r i m e n t s  a n d  t h e  
i s o l a t i n g  e f f e c t  o f  a  p h d .  T o  D o r j i  C h a v a r a ,  C y n t h i a  C h a n ,  I d a  M a  a n d  E d w i n  S o h ,  t h a n k  y o u  
f o r  t h e  f r i e n d l y ,  r e l a x e d  a t m o s p h e r e  y o u  c r e a t e d  i n  t h e  o f f i c e .  I  d e f i n i t e l y  w o u l d  n o t  h a v e  
e n j o y e d  m y  P h D  a s  m u c h  i f  i t  w a s  n o t  f o r  y o u .  I  w i l l  a l w a y s  r e m e m b e r  t h e  t i m e  w e  s p e n t  
p l a y i n g  t a b l e  t e n n i s  i n  t h e  M e c h  E n g  c o m m o n  r o o m .  I  d o n ' t  t h i n k  I  h a d  e v e r  b e e n  s o  f i t  i n  m y  
l i f e .  l d a ,  I  r e a l l y  e n j o y e d  o u r  t r i p  t o  A d e l a i d e  f o r  t h e  B i o m a t e r i a l  C o n f e r e n c e ,  a n d  t h e  t r i p  w e  
t o o k  t o  S i n g a p o r e  w i t h  E d w i n  f o r  t h e  B i o m e d i c a l  E n g i n e e r i n g  C o n f e r e n c e .  
M o s t  o f  a l l ,  I  w o u l d  l i k e  t o  t h a n k  m y  b e s t  f r i e n d ,  Y a s m i n  S h e r g i l l ,  f o r  h e r  c o n t i n u e d  s u p p o r t ,  
c o n s t a n t  p o s i t i v e  o u t l o o k  a n d  g r e a t  p e p  t a l k s .  I t  w o u l d  h a v e  b e e n  g r e a t  t o  h a v e  h e r  a r o u n d  f o r  
t h e  w h o l e  t h r e e  y e a r s ,  b u t  I  d o  a p p r e c i a t e  t h e  t i m e  w e  h a d  a t  t h e  C S I R O  d u r i n g  h e r  m a s t e r s .  
S h e ,  b e t t e r  t h a n  a n y o n e ,  u n d e r s t o o d  t h e  p r e s s u r e s  o f  a  p o s t g r a d u a t e  d e g r e e  a n d  p r o v i d e d  t h e  
s u p p o r t  a n d  e n c o u r a g e m e n t  I  n e e d e d .  
T o  m y  p a r e n t s ,  a  m o s t  s i n c e r e  a n d  a f f e c t i o n a t e  t h a n k  y o u  f o r  t h e i r  s u p p o r t  t h r o u g h o u t  m y  2 0  
y e a r s  o f  s t u d y .  I  w o u l d  n o t  b e  w h e r e  I  a m  r i g h t  n o w  i f  i t  w a s  n o t  f o r  y o u .  T h a n k  y o u  f o r  
e n d u r i n g  m y  b a d  m o o d s ,  s t r e s s  a n d  j o y s  t h a t  w e r e  a  s t a n d a r d  p a r t  o f  t h e  P h D .  I  r e a l i s e  t h e  
w r i t t e n  c o m p o n e n t  o f  t h e  t h e s i s  w a s  t h e  m o s t  d i f f i c u l t  t i m e  f o r  t h e m  a n d  I  a m  v e r y  g r a t e f u l  t o  
a l l  o f  t h e m  b u t  m o s t  i m p o r t a n t l y  t o  m y  m u m ,  f o r  h e r  l o v i n g  a t t e n t i o n  a n d  u n d e r s t a n d i n g .  
T o  m y  l i t t l e  b r o t h e r ,  K h a l i d ,  t h a n k  y o u  f o r  a l w a y s  k e e p i n g  m y  s p i r i t s  u p  w h e n  t h i n g s  g o t  h a r d  
a n d  a l l  t h e  f u n  d i s t r a c t i o n s  y o u  p r o v i d e d  m e  w i t h  w h e n  I  n e e d e d  a  b r e a k .  
T o  m y  w o n d e r f u l  h u s b a n d ,  R a s h i d ,  I  a m  e x t r e m e l y  g r a t e f u l  f o r  h i s  p a t i e n c e  a n d  
u n d e r s t a n d i n g  t h r o u g h o u t  m y  d e g r e e .  I t  h a s  b e e n  a  d i f f i c u l t  4  y e a r  w a i t  f o r  t h e  b o t h  o f  u s  
l i v i n g  o n  o p p o s i t e  s i d e s  o f  t h e  g l o b e .  I  w i l l  n o t  e a s i l y  f o r g e t  h i s  s u p p o r t .  I  h o p e  t o  r e t u r n  t h e  
f a v o u r  s o m e  d a y  w h e n  h e  d e c i d e s  t o  c o m p l e t e  a  P h D  o f  h i s  o w n .  
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A B S T R A C T  
T h e  s u r f a c e  r o u g h n e s s  a n d  s u r f a c e  c h e m i s t r y  o f  a n  o r t h o p a e d i c  i m p l a n t  h a s  l o n g  b e e n  
t h o u g h t  t o  a f f e c t  t h e  i n i t i a l  f i x a t i o n  o f  t h e  i m p l a n t  i n  v i v o .  T h e  i n i t i a l  s t a b i l i t y  a n d  f i x a t i o n  o f  
a n  i m p l a n t  i n f l u e n c e s  t h e  t y p e  a n d  s t r u c t u r e  o f  t h e  b o n e  g r o w n  a r o u n d  i t  a n d  a l s o  d e t e r m i n e s  
w h e t h e r  f i b r o u s  c o n n e c t i v e  t i s s u e  d e v e l o p s  b e t w e e n  t h e  i m p l a n t  a n d  b o n e  i n t e r f a c e .  
T h i s  t h e s i s  p r e s e n t s  a  c o m p r e h e n s i v e  i n v e s t i g a t i o n  i n t o  t h e  r o l e  o f  s u r f a c e  r o u g h n e s s  a n d  
s u r f a c e  c h e m i s t r y  o n  t h e  i n i t i a l  r e s p o n s e  o f  o s t e o b l a s t  ( b o n e )  c e l l s .  T o  d e t e r m i n e  t h e  i m p a c t  
o f  s u r f a c e  c h e m i s t r y ,  b i o m a t e r i a l s  w i t h  v a r y i n g  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n s  w e r e  e m p l o y e d .  T h e  
i m p a c t  o f  s u r f a c e  r o u g h n e s s  w a s  e v a l u a t e d  u s i n g  m i c r o l i t h o g r a p h i c  t e c h n i q u e s  t o  e t c h  
s t r u c t u r e d  p a t t e r n s  o n t o  s i l i c o n  w a f e r s  w h i c h  w e r e  l a t e r  v a p o u r  c o a t e d  w i t h  t h e  b i o m a t e r i a l  o f  
c h o i c e  b e f o r e  b e i n g  t e s t e d  a g a i n s t  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s .  
T h e  b i o m a t e r i a l s  u s e d  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  i n c l u d e d  c o m m e r c i a l l y  p u r e  t i t a n i u m  ( c p T i ) ,  t h e  
t h r e e  o x i d e  p h a s e s  o f t i t a n i u m  ( a n a t a s e ,  r u t i l e  a n d  a m o r p h o u s  t i t a n i u m  d i o x i d e )  a n d  d i a m o n d -
l i k e  c a r b o n  ( D L C ) .  C o m m e r c i a l l y  p u r e  t i t a n i u m  i s  a  m a t e r i a l  c o m m o n l y  u s e d  i n  o r t h o p a e d i c  
i m p l a n t s  d u e  t o  i t s  s u p e r i o r  m e c h a n i c a l  p r o p e r t i e s ,  c o r r o s i o n  r e s i s t a n c e  a n d  l i g h t  w e i g h t .  T h e  
t h r e e  o x i d e  p h a s e s  o f  t i t a n i u m  a r e  t h o u g h t  t o  h a v e  v a r y i n g  e f f e c t s  o n  b o n e  c e l l s  h o w e v e r  t h i s  
h a s  n o t  b e e n  i n v e s t i g a t e d  i n  g r e a t  d e t a i l  w i t h i n  l i t e r a t u r e .  D i a m o n d - l i k e  c a r b o n  i s  a  r e l a t i v e l y  
n e w  m a t e r i a l  c o m p a r e d  t o  t i t a n i u m ,  k n o w n  f o r  i t s  e x c e l l e n t  h a r d n e s s  a n d  w e a r  p r o p e r t i e s  a n d  
s e e n  a s  a  s u p e r i o r  p r o t e c t i v e  i n  v i v o  c o a t i n g  f o r  i m p l a n t s .  
T h r e e  d i f f e r e n t  s u r f a c e  p a t t e r n s  w e r e  c r e a t e d  u s i n g  m i c r o l i t h o g r a p h y .  P a r a l l e l  g r o o v e  p a t t e r n s  
w h i c h  m i m i c  t h e  s t r u c t u r e d  c o l l a g e n  n e t w o r k  i n  b o n e  w e r e  u s e d  a s  o s t e o b l a s t  c e l l s  a r e  
a l r e a d y  k n o w n  t o  g r o w  i n  s u c h  e n v i r o n m e n t s .  G r o o v e  d e p t h  w a s  k e p t  c o n s t a n t  a t  a b o u t  1 . 5 - 2  
~m w h i l e  g r o o v e  a n d  r i d g e  w i d t h s  w e r e  v a r i e d  b e t w e e n  2  ~m, 4  ~m, 8  ~m, a n d  2 0  ~m. 
C i r c u l a r  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  s t r u c t u r e s  w e r e  c r e a t e d  w i t h  d e p t h l h e i g h t s  o f  a b o u t  1 . 5 - 2  ~m a n d  
d i a m e t e r s  o f  5  ~m a n d  1 5  ~m. 
P a t t e r n e d  s t r u c t u r e s  w e r e  v a p o u r  c o a t e d  w i t h  t h i n  f i l m s  o f  c p T i ,  D L C  o r  o n e  o f  t h e  t i t a n i u m  
o x i d e  c o a t i n g s .  D L C  w a s  d e p o s i t e d  u s i n g  a  c o m m o n  c h e m i c a l  v a p o u r  t e c h n i q u e  k n o w n  a s  
p l a s m a - e n h a n c e d  c h e m i c a l  v a p o u r  d e p o s i t i o n  ( P E C V D ) .  T h e  t i t a n i u m  a n d  o x i d e  c o a t i n g s  
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w e r e  d e p o s i t e d  u s i n g  a  n o v e l  p h y s i c a l  v a p o u r  d e p o s i t i o n  t e c h n i q u e  k n o w n  a s  f i l t e r e d  a r c  
d e p o s i t i o n  ( F A D ) .  
P r i o r  t o  i n v e s t i g a t i n g  c e l l - m a t e r i a l  i n t e r a c t i o n ,  a l l  s u r f a c e s  w e r e  f u l l y  c h a r a c t e r i z e d .  A t o m i c  
f o r c e  m i c r o s c o p y  w a s  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  s u r f a c e  p a t t e r n s .  S c a n n i n g  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  w i t h  f o c u s s e d  i o n  b e a m  t e c h n o l o g y  e n a b l e d  u s  t o  e v a l u a t e  t h e  c o a t i n g  
p e n e t r a t i o n  i n t o  t h e  m i c r o a r c h i t e c t u r e .  X  - r a y  p h o t o e l e c t r o n  s p e c t r o s c o p y  p r o v i d e d  
i n f o r m a t i o n  o n  t h e  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  s u r f a c e  a n d  v e r i f i e d  t h e  a b s e n c e  o f  
c o n t a m i n a t i o n .  A s  t h i s  t e c h n i q u e  w a s  n o t  s u i t a b l e  f o r  t h e  a n a t a s e  a n d  r u t i l e  c o a t i n g s ,  
c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  c r y s t a l  p h a s e  p r e s e n t  w a s  o b t a i n e d  w i t h  x - r a y  d i f f r a c t i o n  a n a l y s i s .  
C o n t a c t  a n g l e  a n d  s u r f a c e  e n e r g y  i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  h y d r o p h o b i c  o r  h y d r o p h i l i c  
s u r f a c e .  
C e l l - m a t e r i a l  i n t e r a c t i o n  w a s  e x p l o r e d  i n  v i t r o  u s i n g  t h e  M G 6 3  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l  l i n e .  C e l l s  
w e r e  c u l t u r e d  o n  s u r f a c e s  f o r  3  d a y s  a t  a  d e n s i t y  o f  7 0 , 0 0 0  c e l l s / w e l l  i n  a  h u m i d i f i e d  
a t m o s p h e r e  o f  9 5 %  a i r  a n d  5 %  C O
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a t  3 7 ° C .  G e n e r a l  c e l l  c u l t u r e  e x p e r i m e n t s  w e r e  
c o n d u c t e d  a n d  t h e s e  i n c l u d e d  c e l l  m o r p h o l o g y ,  v i a b i l i t y ,  p r o l i f e r a t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n ,  
w h i c h  i n d i c a t e d  t h e  d e g r e e  o f b i o c o m p a t i b i l i t y  o f  t h e  v a r i o u s  s u b s t r a t e s .  
R e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  g r o o v e d  c p T i  s u r f a c e  d i s p l a y e d  t h e  m o s t  h y d r o p h i l i c  p r o p e r t i e s ,  
f o l l o w e d  c l o s e l y  b y  g r o o v e d  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s .  S u r p r i s i n g l y ,  t h e  o x i d e  p h a s e s  o f  
t i t a n i u m  w e r e  n o t  f o u n d  t o  p e r f o r m  a s  w e l l .  W i t h  t h e  g r o o v e d  t o p o g r a p h y ,  h y d r o p h i l i c  
p r o p e r t i e s  a p p e a r e d  t o  d e c r e a s e  w i t h  a  l a r g e r  g r o o v e  s i z e .  T h e  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  
t o p o g r a p h i e s ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  d i s p l a y e d  l e s s  o f  a  h y d r o p h i l i c  n a t u r e  o n  t h e  s m a l l e r  5 ! l m  
s u b s t r a t e s .  T h e  g r e a t e s t  d e g r e e  o f  c o n t a c t  g u i d a n c e ,  a n  i m p o r t a n t  a s p e c t  o f  c e l l  g r o w t h ,  w a s  
f o u n d  o n  p a r a l l e l  g r o o v e d  s p e c i m e n s  w i t h  g r o o v e  w i d t h s  o f  2  ! l m  a n d  4  ! l m .  T h e  l a r g e r  
g r o o v e s ,  h o w e v e r ,  d i s p l a y e d  a  g r e a t e r  d e n s i t y  o f  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  f o r  a l l  c o a t i n g  
m a t e r i a l s .  E n h a n c e d  c e l l u l a r  b e h a v i o u r  w a s  o b s e r v e d  f o r  g r o o v e d  c p T i  a n d  D L C  m a t e r i a l s  
w h e r e a s  t h e  r u t i l e  c o a t i n g  d i s p l a y e d  b e t t e r  c e l l u l a r  c h a r a c t e r i s t i c s ,  o v e r a l l ,  o n  p i t t e d  o r  
p i l l a r e d  s u r f a c e s .  
T h i s  s t u d y  r e v e a l e d  t h a t  v a r i a t i o n s  i n  t o p o g r a p h y  a n d  c h e m i s t r y  i n f l u e n c e d  d i f f e r e n t  a s p e c t s  
o f  o s t e o b l a s t  b e h a v i o u r  t o  d i f f e r e n t  e x t e n t s ,  m a k i n g  i t  d i f f i c u l t  t o  d i s t i n g u i s h  o n e  o f  t h e s e  
f e a t u r e s  a s  b e i n g  t h e  m o s t  i n f l u e n t i a l .  O n e  a s p e c t  t h a t  w a s  r e l a t i v e l y  c o n s i s t e n t  w a s  t h a t  a  
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p a r a l l e l  g r o o v e d  s u r f a c e  w i t h  s m a l l e r  g r o o v e  d i m e n s i o n s  a l l o w e d  a n i s o t r o p i c  o r  d i r e c t i o n a l  
g r o w t h  a t  a  c e l l u l a r  l e v e l  m i m i c k i n g  i n  v i v o  m o r p h o l o g y .  
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T O P O G R A P H Y .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  
C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 0 7  
F I G U R E  1 1 5 :  O V E R A L L  M G 6 3  C E L L  V I A B I L I T Y  R E S U L T S  F O R  T H E  ( A )  G R O O V E D  S P E C I M E N S  A N D  T H E  ( B )  P I L L A R E D  
A N D  P I T T E D  S P E C I M E N S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 1 0  
F I G U R E  1 1 6 :  M G 6 3  C E L L  A T T A C H M E N T  O N  c p T I  S U B S T R A  T E S  W I T H  A  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y .  T H E  E R R O R  B A R S  
R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A  Y  
P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 1 1  
F I G U R E  1 1 7 :  M G 6 3  C E L L  A T T A C H M E N T  O N  R U T I L E  S U B S T R A T E S  W I T H  A  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  
M A R K E D  W I T H  T H E  "  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  
T H E  U N P A  T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  
E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 1 2  
F I G U R E  1 1 8 :  M G 6 3  C E L L  A T T A C H M E N T  O N  A N A T A S E  S U B S T R A  T E S  W I T H  A  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  
M A R K E D  W I T H  T H E  "  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  
T H E  U N P A  T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  
E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A  Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 1 3  
F I G U R E  1 1 9 :  M G 6 3  C E L L  A T T A C H M E N T  O N  A M O R P H O U S  S U B S T R A T E S  W I T H  A  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  
M A R K E D  W I T H  T H E  "  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  
T H E  U N P A  T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  
E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 1 3  
F I G U R E  1 2 0 :  M G 6 3  C E L L  A T T A C H M E N T  O N  D L C  S U B S T R A T E S  W I T H  A  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  
M A R K E D  W I T H  T H E  "  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  
T H E  U N P A T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  
E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 1 4  
F I G U R E  1 2 1 :  M G 6 3  C E L L  A T T A C H M E N T  O N  ( A )  C p T I ,  ( B )  R U T l L E ,  A N D  ( C )  D L C  C O A T E D  S U B S T R A T E S  W I T H  A  
P I L L A R E D  T O P O G R A P H Y .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  
E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 1 5  
F I G U R E  1 2 2 :  M G 6 3  C E L L  A T T A C H M E N T  O N  ( A )  C p T I ,  ( B )  R U T l L E ,  A N D  ( C )  D L C  C O A T E D  S U B S T R A T E S  W I T H  A  
P I T T E D  T O P O G R A P H Y .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  E X P E R I M E N T S .  
M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 1 7  
F I G U R E  1 2 3 :  O V E R A L L  M G 6 3  C E L L  A T T A C H M E N T  R E S U L T S  F O R  T H E  ( A )  G R O O V E D  S P E C I M E N S  A N D  T H E  ( B )  
P I L L A R E D  A N D  P I T T E D  S P E C I M E N S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 1 9  
F I G U R E  1 2 4 :  M G 6 3  C E L L  P R O L I F E R A T I O N  W I T H  T R I T I A T E D  T H Y M I D I N E  I N T R O D U C E D  F O R  T H E  L A S T  2 4  H O U R S  O F  
C U L T U R E  O N  c p l i  S U B S T R A T E S  W I T H  A  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  M A R K E D  W I T H  T H E ' ,  
R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  T H E  U N P A  T T E R N E D  
C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  
C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 2 0  
F I G U R E  1 2 5 :  M G 6 3  C E L L  P R O L I F E R A T I O N  W I T H  T R I T I A T E D  T H Y M I D I N E  I N T R O D U C E D  F O R  T H E  L A S T  2 4  H O U R S  O F  
C U L T U R E  O N  R U T I L E  S U B S T R A  T E S  W I T H  A  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  M A R K E D  W I T H  T H E  "  
R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  T H E  U N P A  T T E R N E D  
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REPRESENT SIGNIFICANT RESULTS OF THE PATTERNED TOPOGRAPHY COMPARED
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FIGURE 129: MG63 CELL PROLIFERATION WITH TRITIATED THYMIDINE INTRODU
CED FOR THE LAST 24 HOURS OF 
CULTURE ON (A) CPT!, (B) RUTILE, AND (C) DLC COATED SUBSTRA TES WITH A PILLARED TOPOGRA
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FIGURE 130: MG63 CELL PROLIFERATION WITH TRITIATED THYMIDINE INTRODU
CED FOR THE LAST 24 HOURS OF 
CULTURE ON (A) CPT!, (B) RUTILE, AND (C) DLC COATED SUBSTRATES WITH A PITTED TOPOGRAPH
Y. 
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ERNED TOPOGRAPHY 
COMPARED TO THE UNPATTERNED CONTROL. THE ERROR BARS REPRESENT SEM
 FOR 6 
SAMPLES/EXPERIMENT IN 2 EXPERIMENTS. MG63 CELLS CULTURED OVER A 3-DA
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FIGURE 133: TOTAL PROTEIN CONTENT OF MG63 CELLS ON RUTILE SUBSTRATES
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FIGURE 134: TOTAL PROTEIN CONTENT OF MG63 CELLS ON ANATASE SUBSTRAT
ES WITH A GROOVED 
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T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  T H E  U N P A T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  
S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A  Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3 2  
F I G U R E  1 3 5 :  T O T A L  P R O T E I N  C O N T E N T  O F  M G 6 3  C E L L S  O N  A M O R P H O U S  S U B S T R A T E S  W I T H  A  G R O O V E D  
T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  M A R K E D  W I T H  T H E ' ,  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  
T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  T H E  U N P A T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  
S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A  Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3 2  
F I G U R E  1 3 6 :  T O T A L  P R O T E I N  C O N T E N T  O F  M G 6 3  C E L L S  O N  D L C  S U B S T R A T E S  W I T H  A  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y .  
C O L U M N S  M A R K E D  W I T H  T H E  "  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  
C O M P A R E D  T O  T H E  U N P A T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  
S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A  Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3 3  
F I G U R E  1 3 7 :  T O T A L  P R O T E I N  C O N T E N T  O F  M G 6 3  C E L L S  O N  ( A )  C P T I ,  ( B )  R U T I L E ,  A N D  ( C )  D L C  C O A T E D  
S U B S T R A  T E S  W I T H  A  P I L L A R E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  M A R K E D  W I T H  T H E  "  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  
R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  T H E  U N P A T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  
R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  
P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3 5  
F I G U R E  1 3 8 :  T O T A L  P R O T E I N  C O N T E N T  O F  M G 6 3  C E L L S  O N  ( A )  C p T I ,  ( B )  R U T l L E ,  A N D  ( C )  D L C  C O A T E D  
S U B S T R A T E S  W I T H  A  P I T T E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  M A R K E D  W I T H  T H E ' ,  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  
R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  T H E  U N P A T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  
R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  
P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3 7  
F I G U R E  1 3 9 :  O V E R A L L  T O T A L  P R O T E I N  C O N T E N T  R E S U L T S  F O R  M G 6 3  C E L L S  O N  T H E  ( A )  G R O O V E D  S P E C I M E N S  
A N D  T H E  ( B )  P I L L A R E D  A N D  P I T T E D  S P E C I M E N S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A  Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . .  2 3 9  
F I G U R E  1 4 0 :  M G 6 3  C E L L  D I F F E R E N T I A T I O N  O N  c p T I  S U B S T R A T E S  W I T H  A  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  
M A R K E D  W I T H  T H E ' ,  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  
T H E  U N P A  T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  
E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 4 0  
F I G U R E  1 4 1 :  M G 6 3  C E L L  D I F F E R E N T I A T I O N  O N  R U T I L E  S U B S T R A T E S  W I T H  A  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  
M A R K E D  W I T H  T H E ' ,  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  
T H E  U N P A  T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  
E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 4 1  
F I G U R E  1 4 2 :  M G 6 3  C E L L  D I F F E R E N T I A T I O N  O N  A N A T A S E  S U B S T R A T E S  W I T H  A  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  
M A R K E D  W I T H  T H E  "  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  
T H E  U N P A  T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  
E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 4 2  
F I G U R E  1 4 3 :  M G 6 3  C E L L  D I F F E R E N T I A T I O N  O N  A M O R P H O U S  S U B S T R A  T E S  W I T H  A  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y .  
C O L U M N S  M A R K E D  W I T H  T H E  "  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  
C O M P A R E D  T O  T H E  U N P A T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  
S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 4 2  
F I G U R E  1 4 4 :  M G 6 3  C E L L  D I F F E R E N T I A T I O N  O N  D L C  S U B S T R A T E S  W I T H  A  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  
M A R K E D  W I T H  T H E  "  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  
2 3  
T H E  U N P A T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  
E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 4 3  
F I G U R E  1 4 5 :  M G 6 3  C E L L  D I F F E R E N T I A T I O N  O N  ( A )  C P T ! ,  ( B )  R U T I L E ,  A N D  ( C )  D L C  C O A T E D  S U B S T R A T E S  W I T H  A  
P I L L A R E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  M A R K E D  W I T H  T H E ' ,  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  
P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  T H E  U N P A T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  
F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . .  2 4 5  
F I G U R E  1 4 6 :  M G 6 3  C E L L  D I F F E R E N T I A T I O N  O N  ( A )  C P T ! ,  ( B )  R U T I L E ,  A N D  ( C )  D L C  C O A T E D  S U B S T R A  T E S  W I T H  A  
P I T T E D  T O P O G R A P H Y .  C O L U M N S  M A R K E D  W I T H  T H E  . ,  R E P R E S E N T  S I G N I F I C A N T  R E S U L T S  O F  T H E  
P A T T E R N E D  T O P O G R A P H Y  C O M P A R E D  T O  T H E  U N P A T T E R N E D  C O N T R O L .  T H E  E R R O R  B A R S  R E P R E S E N T  S E M  
F O R  6  S A M P L E S / E X P E R I M E N T  I N  2  E X P E R I M E N T S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . .  2 4 7  
F I G U R E  1 4 7 :  O V E R A L L  M G 6 3  C E L L  D I F F E R E N T I A T I O N  R E S U L T S  F O R  T H E  ( A )  G R O O V E D  S P E C I M E N S  A N D  T H E  ( B )  
P I L L A R E D  A N D  P I T T E D  S P E C I M E N S .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 4 9  
F I G U R E  1 4 8 :  D I R E C T  C O M P A R I S O N  O F  ( A )  S U R F A C E  E N E R G Y  A N D  ( B )  M G 6 3  C E L L  C U L T U R E  R E S U L T S  F O R  
P A R A L L E L  G R O O V E D  S A M P L E S  W I T H  A  C p T I  C O A T I N G .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . .  2 5 2  
F I G U R E  1 4 9 :  D I R E C T  C O M P A R I S O N  O F  ( A )  S U R F A C E  E N E R G Y  A N D  ( B )  M G 6 3  C E L L  C U L T U R E  R E S U L T S  F O R  
P A R A L L E L  G R O O V E D  S A M P L E S  W I T H  A  R U T I L E  C O A T I N G .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 5 5  
F I G U R E  1 5 0 :  D I R E C T  C O M P A R I S O N  O F  ( A )  S U R F A C E  E N E R G Y  A N D  ( B )  M G 6 3  C E L L  C U L T U R E  R E S U L T S  F O R  
P A R A L L E L  G R O O V E D  S A M P L E S  W I T H  A N  A N A T  A S E  C O A T I N G .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A  Y  
P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 5 7  
F I G U R E  1 5 1 :  D I R E C T  C O M P A R I S O N  O F  ( A )  S U R F A C E  E N E R G Y  A N D  ( B )  M G 6 3  C E L L  C U L T U R E  R E S U L T S  F O R  
P A R A L L E L  G R O O V E D  S A M P L E S  W I T H  A N  A M O R P H O U S  C O A T I N G .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  
P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 6 0  
F I G U R E  1 5 2 :  D I R E C T  C O M P A R I S O N  O F  ( A )  S U R F A C E  E N E R G Y  A N D  ( B )  M G 6 3  C E L L  C U L T U R E  R E S U L T S  F O R  
P A R A L L E L  G R O O V E D  S A M P L E S  W I T H  A  D L C  C O A T I N G .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . .  2 6 3  
F I G U R E  1 5 3 :  D I R E C T  C O M P A R I S O N  O F  ( A )  S U R F A C E  E N E R G Y  A N D  ( B )  M G 6 3  C E L L  C U L T U R E  R E S U L T S  F O R  
P I L L A R E D  S A M P L E S  W I T H  A  C P T !  C O A T I N G .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 6 5  
F I G U R E  1 5 4 :  D I R E C T  C O M P A R I S O N  O F  ( A )  S U R F A C E  E N E R G Y  A N D  ( B )  M G 6 3  C E L L  C U L T U R E  R E S U L T S  F O R  
P I L L A R E D  S A M P L E S  W I T H  A  D L C  C O A T I N G .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 6 7  
F I G U R E  1 5 5 :  D I R E C T  C O M P A R I S O N  O F  ( A )  S U R F A C E  E N E R G Y  A N D  ( B )  M G 6 3  C E L L  C U L T U R E  R E S U L T S  F O R  
P I L L A R E D  S A M P L E S  W I T H  A  D L C  C O A T I N G .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 6 9  
F I G U R E  1 5 6 :  D I R E C T  C O M P A R I S O N  O F  ( A )  S U R F A C E  E N E R G Y  A N D  ( B )  M G 6 3  C E L L  C U L T U R E  R E S U L T S  F O R  P I T T E D  
S A M P L E S  W I T H  A  C P T !  C O A T I N G .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 7 1  
F I G U R E  1 5 7 :  D I R E C T  C O M P A R I S O N  O F  ( A )  S U R F A C E  E N E R G Y  A N D  ( B )  M G 6 3  C E L L  C U L T U R E  R E S U L T S  F O R  P I T T E D  
S A M P L E S  W I T H  A  R U T I L E  C O A T I N G .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A  Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 7 4  
F I G U R E  1 5 8 :  D I R E C T  C O M P A R I S O N  O F  ( A )  S U R F A C E  E N E R G Y  A N D  ( B )  M G 6 3  C E L L  C U L T U R E  R E S U L T S  F O R  P I T T E D  
S A M P L E S  W I T H  A  D L C  C O A T I N G .  M G 6 3  C E L L S  C U L T U R E D  O V E R  A  3 - D A  Y  P E R I O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 7 6  
F I G U R E  1 5 9 A :  A L P  A C T I V I T Y  F O R  ( A )  P A R A L L E L  G R O O V E D  S P E C I M E N S ,  A N D  ( B )  T H E  P I L L A R E D  A N D  P I T T E D  
S P E C I M E N S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 1 6  
2 4  
L I S T  O F  T A B L E S  
T A B L E  I :  F A C T O R S  O F  I M P O R T A N C E  I N  M A T E R I A L  S E L E C T I O N  F O R  B I O M E D I C A L  A P P L I C A T I O N S  [ 7 3 ] .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 3  
T A B L E  2 :  C H E M I C A L  C O M P O S I T I O N  O F  C p T I  [ A M E R I C A N  S O C I E T Y  F O R  T E S T I N G  A N D  M A T E R I A L S ,  F 6 7 - 8 9 ,  p 3 9 ] .  5 7  
T A B L E  3 :  M E C H A N I C A L  P R O P E R T I E S  O F  C p T I  [ A M E R I C A N  S O C I E T Y  F O R  T E S T I N G  A N D  M A T E R I A L S ,  F 6 7 - 8 9 ,  p 3 9 ] .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 7  
T A B L E  4 :  H A R D N E S S  O F  C O M M O N  B I O M A T E R l A L S  ( V I C K E R S  H A R D N E S S  S C A L E )  [ 8 5 ,  8 6 ] .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 7  
T A B L E  5 :  C O M P A R I S O N  O F  M A J O R  P R O P E R T I E S  O F  A M O R P H O U S  C A R B O N  W I T H  T H O S E  O F  R E F E R E N C E  M A T E R I A L S  
D I A M O N D ,  G R A P H I T E  A N D  P O L Y E T H Y L E N E  [ 1 1 5 ] .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 1  
T A B L E  6 :  S T U D I E S  U T I L I S I N G  L I T H O G R A P H I C A L L Y  O B T A I N E D  G R O O V E  P A T T E R N S  T O  E V A L U A T E  C E L L  
B E H A V I O U R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 6  
T A B L E  7 :  S T U D I E S  U T I L I S I N G  L I T H O G R A P H I C A L L Y  O B T A I N E D  P I L L A R E D  S T R U C T U R E S  T O  E V  A L U A  T E  C E L L  
B E H A V I O U R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 8  
T A B L E  8 :  S T U D I E S  U T I L I S I N G  L I T H O G R A P H I C A L L Y  O B T A I N E D  P I T T E D  S T R U C T U R E S  T O  E V A L U A T E  C E L L  
B E H A V I O U R  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 9  
T A B L E  9 :  C L A S S I F I C A T I O N  O F  M A J O R  D E P O S I T I O N  P R O C E S S E S  [ 3 1 4 ] .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 0 2  
T A B L E  1 0 :  M A T E R I A L  P R O P E R T I E S  A F F E C T E D  B Y  C O A T I N G S  [ 3 1 4 ] .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 0 3  
T A B L E  1 1 :  S A M P L E  G R O U P S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 4 4  
T A B L E  1 2 :  D E P O S I T I O N  P A R A M E T E R S  F O R  D L C  T H I N  F I L M S  S Y N T H E S I S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 4 7  
T A B L E  1 3 :  C O A T I N G  R O U G H N E S S  F O R  U N P A T T E R N E D  C O N T R O L S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 6 2  
T A B L E  1 4 :  B I N D I N G  E N E R G I E S  A N D  A T O M I C  W E I G H T  P E R C E N T A G E  O F  C H E M I C A L  C O M P O S I T I O N S  O F  T H E  C O A T I N G  
M A T E R I A L S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 6 5  
T A B L E  1 5 :  C O A T I N G  T H I C K N E S S  V E R I F I E D  U S I N G  A  S T E P  F U N C T I O N  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 6 8  
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T h e r e  w e r e  m o r e  t h a n  4 0 0 , 0 0 0  a r t i f i c i a l  h i p  j o i n t  o p e r a t i o n s  m a d e  e v e r y  y e a r  i n  t h e  w o r l d  a n d  
t o d a y  t h e r e  w e r e  s a i d  t o  b e  a b o u t  2 5 , 0 0 0 , 0 0 0  p e o p l e  w i t h  e i t h e r  p a r t i a l  o r  t o t a l  h i p  
r e p l a c e m e n t s  [ I ] .  T h e s e  f i g u r e s  w e r e  o n l y  f o r  o n e  t y p e  o f  i m p l a n t ,  n o t  i n c l u d i n g  t o t a l  k n e e  
r e p l a c e m e n t s  w h i c h  a l m o s t  d o u b l e s  t h e  a b o v e  f i g u r e s .  D u e  t o  t h e  h a r s h n e s s  a n d  s e n s i t i v i t y  o f  
t h e  i n  v i v o  e n v i r o n m e n t ,  w e a r  a n d  i m p l a n t  l o o s e n i n g  w e r e  q u i t e  l i k e l y  p o s s i b i l i t i e s  o v e r  t i m e  
w i t h  a b o u t  1 0 - 2 0  %  o f  i m p l a n t s  b e i n g  r e p l a c e d  a f t e r  1 0  y e a r s  [ 2 ,  3 ] .  T h e  l i f e t i m e  o f  a n  
i m p l a n t  s t a n d s ,  c u r r e n t l y ,  a t  a b o u t  5 - 1 5  y e a r s  a s  m e c h a n i c a l  w e a r  a n d  s t r e s s ,  c o r r o s i o n  a n d  
t i s s u e  r e a c t i o n s  o c c u r  l e a d i n g  t o  e i t h e r  m e c h a n i c a l  f a i l u r e  o r  a s e p t i c  l o o s e n i n g  [ 4 ] .  T h e  
i n c r e a s i n g  l e v e l s  o f  h u m a n  a c t i v i t y  l e a d  t o  a  g r e a t e r  n e e d  f o r  j o i n t  r e p l a c e m e n t s  a t  a n  e a r l y  
a g e ,  m e a n i n g  t h e  n u m b e r  o f  r e v i s i o n s  n e c e s s a r y  i n c r e a s e  f o r  e a c h  p a t i e n t .  T h u s ,  a t  t h e  
m o m e n t ,  o n e - t h i r d  o f  a l l  i m p l a n t  o p e r a t i o n s  a r e  r e v i s i o n s  [ 1 ] ,  c l e a r l y  i n d i c a t i n g  a  n e e d  f o r  
b e t t e r  a n d  l o n g e r  l a s t i n g  b i o m a t e r i a l s .  
U n d e r s t a n d i n g  t h e  r o l e  o f  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  a n d  c h e m i c a l  f u n c t i o n a l i t y  o n  g r o w t h  a n d  
a d h e s i o n  o f  c e l l s  t o  b i o m a t e r i a l s  w a s  i m p o r t a n t  i n  i m p r o v i n g  t i s s u e / i m p l a n t  i n t e r f a c i a l  
s t r e n g t h .  W h e n  b o n e  c e l l s  w e r e  a t t a c h e d  t o  a  s o l i d  s u b s t r a t e  t h e i r  b e h a v i o u r  a n d  f u n c t i o n  
d e p e n d e d  o n  t h e  p h y s i c o - c h e m i c a l  a n d  m o r p h o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  b i o m a t e r i a l  s u r f a c e  
[ 5 ] .  T h e s e  s u r f a c e  c h a r a c t e r i s t i c s  d e t e r m i n e d  h o w  b i o l o g i c a l  m o l e c u l e s  w o u l d  a d s o r b  o n  t h e  
s u r f a c e  a n d  m o r e  p a r t i c u l a r l y  d e t e r m i n e d  t h e  o r i e n t a t i o n  o f  a d s o r b e d  m o l e c u l e s  [ 6 ] .  C e l l -
m a t e r i a l  i n t e r a c t i o n s  o c c u r  i n  t w o  p h a s e s ,  t h e  f i r s t  p h a s e  i n v o l v e s  t h e  a t t a c h m e n t ,  a d h e s i o n  
a n d  e x p a n s i o n  o f  t h e  c e l l s  a n d  i t  i s  t h e  q u a l i t y  o f  t h i s  f i r s t  p h a s e  t h a t  i n f l u e n c e s  t h e  s e c o n d  
p h a s e ,  t h e  c a p a c i t y  o f  t h e  c e l l  t o  p r o l i f e r a t e  a n d  d i f f e r e n t i a t e  i t s e l f  o n  c o n t a c t  w i t h  t h e  i m p l a n t  
[ 5 ] .  E a r l y  i n - v i t r o  c y t o c o m p a t i b i l i t y  s t u d i e s  f o c u s e d  o n  t h e  m o r p h o l o g i c a l  a s p e c t ,  g r o w t h  
c a p a c i t y  a n d  t h e  s t a t e  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  c e l l s  o n  m a t e r i a l  w i t h  v a r i o u s  c h e m i c a l  
c o m p o s i t i o n s  [ 7 - 1 2 ] .  T h e  d i v e r s i t y  o f  c e l l  r e s p o n s e s  t o  t h e  d i f f e r e n t  m a t e r i a l s  t e s t e d  
h i g h l i g h t e d  t h e  c a p a c i t y  o f  c e l l s  t o  d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  d i f f e r e n t  s u r f a c e  c h e m i s t r i e s  [ 5 ] .  
T h e  p r e s e n t  s t u d y  w a s  c o n c e n t r a t e d  o n  t h e  e f f e c t  o f  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  o n  b o t h  p h a s e s  o f  
b o n e  c e l l  g r o w t h  a n d  h o w  c p T i ,  t h e  t h r e e  p h a s e s  o f  t i t a n i u m  d i o x i d e  a n d  D L C  c h e m i s t r y  
i n f l u e n c e  t h i s  p r o c e s s .  T h e  s u r f a c e  t o p o g r a p h i e s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  d e v e l o p e d  b y  
l i t h o g r a p h i c  m e t h o d s .  T h e  t r a n s i t i o n  o f  l i t h o g r a p h i c  t e c h n i q u e s  f r o m  t h e  s e m i c o n d u c t o r  
i n d u s t r y  t o  t h e  f i e l d  o f  m a t e r i a l  s c i e n c e  h a d  b e e n  a  s u c c e s s f u l  a n d  b e n e f i c i a l  s h i f t .  M a n y  
s t u d i e s  h a v e  e m p l o y e d  l i t h o g r a p h i c  t e c h n i q u e s  t o  s t u d y  c e l l  i n t e r a c t i o n s  o n  m a i n l y  g r o o v e d  
t o p o g r a p h i e s  [ 1 3 - 1 5 ] .  A  c o n s i d e r a b l e  n u m b e r  o f  t h e s e  s t u d i e s  w e r e  c o n d u c t e d  u s i n g  
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o s t e o b l a s t  c e l l s  o n  p o l y m e r  r e p l i c a s  o f  e t c h e d  S i  w a f e r s  a n d  a  f e w  c o a t e d  t h e s e  p o l y m e r s  w i t h  
e i t h e r  t i t a n i u m  o r  t i t a n i u m  a l l o y  c o a t i n g s .  A s  y e t  n o  s t u d y ,  t o  t h e  k n o w l e d g e  o f  t h e  a u t h o r ,  
h a d  e v a l u a t e d  b o n e  c e l l  g r o w t h  o n  D L C ,  a n a t a s e  o r  r u t i l e  c o a t i n g s  o n  g r o o v e d  t o p o g r a p h i e s  
a n d  n o  s t u d y  h a d  e v a l u a t e d  a n y  o f  t h e  b i o m a t e r i a l  c o a t i n g s  i n v e s t i g a t e d  w i t h i n  t h i s  s t u d y  o n  
p i l l a r e d  o r  p i t t e d  t o p o g r a p h i e s  o b t a i n e d  b y  m i c r o  l i t h o g r a p h y  .  T h i s  t h e s i s  a d d r e s s e d  t h e s e  
i s s u e s  a n d  p r o v i d e d  a  d i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  r e s u l t s  w i t h  a  c o m m o n l y  u s e d  i m p l a n t  m a t e r i a l  
s u c h  a s  t i t a n i u m .  
T h i s  p r o j e c t  c o n s t i t u t e d  o n e  o f  t h e  f i r s t  s t e p s  t o w a r d  a n s w e r i n g  t h e  a l l  i m p o r t a n t  q u e s t i o n  i n  
o r t h o p a e d i c  i m p l a n t  r e s e a r c h ,  w h e t h e r  s u r f a c e  c h e m i s t r y  o r  t o p o g r a p h y  p l a y e d  t h e  g r e a t e r  
r o l e  i n  i m p l a n t  a c c e p t a n c e  i n  v i v o  u s i n g  a n  i n  v i t r o  m o d e l  s y s t e m .  
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T h e  m a j o r  a i m s  o f  t h e  p r o j e c t  w e r e  t o :  
•  S t u d y  t h e  o s t e o b l a s t  g r o w t h  c h a r a c t e r i s t i c s  o n  c p T i ,  t h e  t h r e e  o x i d e  p h a s e s  a n d  D L C  
t h i n  f i l m  s u r f a c e  c o a t i n g s  w i t h  u n a l t e r e d  s u r f a c e  s t r u c t u r e s :  i . e .  i s o l a t e  t h e  e f f e c t s  o f  
s u r f a c e  c h e m i s t r y .  
•  S t u d y  t h e  o s t e o b l a s t  g r o w t h  c h a r a c t e r i s t i c s  o n  e n g i n e e r e d  s u r f a c e s  w i t h  c p T i ,  t h e  t h r e e  
o x i d e  p h a s e s  a n d  D L C  s u r f a c e  c h e m i s t r y .  i . e .  i s o l a t e  t h e  e f f e c t s  o f  s u r f a c e  r o u g h n e s s .  
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T h e  f o l l o w i n g  l i t e r a t u r e  r e v i e w  w i l l  p r o v i d e  a  b a s i c  u n d e r s t a n d i n g  o f  b o n e  a n d  b o n e  h e a l i n g ,  
p r o p e r t i e s  o f  t h e  b i o m a t e r i a l s  u s e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t s ,  v a p o u r  d e p o s i t i o n  t e c h n i q u e s ,  c e l l -
m a t e r i a l  i n t e r a c t i o n s  a n d  c e l l  c u l t u r e  t e c h n i q u e s .  
S E C T I O N  2 . 1 :  B O N E  
W h e n  t r y i n g  t o  e s t a b l i s h  a n  i d e a l  s u r f a c e  w h i c h  p r o m o t e d  b o n e  g r o w t h ,  i t  w a s  
i m p o r t a n t  t o  u n d e r s t a n d  h o w  t h e  b i o l o g i c  s y s t e m  w i t h i n  b o n e  o p e r a t e d  u n d e r  n o r m a l  
c o n d i t i o n s .  A l s o  o f  i m p o r t a n c e  w e r e  t h e  f a c t o r s  t h a t  t r i g g e r e d  a n d  i n h i b i t e d  b o n e  c e l l s  
w i t h i n  t h e  b o d y .  S e c t i o n  2 . 1  o f  t h i s  t h e s i s  d i s c u s s e d  t h e  s t r u c t u r e  o f  b o n e  o n  a  
m a c r o s c o p i c  a n d  m i c r o s c o p i c  s c a l e ,  t h e  s t a g e s  o f  b o n e  g r o w t h  a n d  t h e  c e l l s  t h a t  w e r e  
c r i t i c a l  i n  t h i s  p r o c e s s ,  t h e  p r o c e s s  b y  w h i c h  b o n e  h e a l s  a n d  t h e  f a c t o r s  t h a t  i n f l u e n c e d  
t h i s  f u n c t i o n ,  a n d  f i n a l l y  t h e  p r o c e s s  b y  w h i c h  b o n e  h e a l s  a r o u n d  a n  i m p l a n t .  
S E C T I O N  2 . 2 :  B I O M A T E R I A L S  
D i s c u s s e d  i n  S e c t i o n  2 . 2  w e r e  a  g e n e r a l  o v e r v i e w  o f  b i o m a t e r i a l s  a n d  
b i o c o m p a t i b i l i t y ,  a n d  a  d e t a i l e d  d i s c u s s i o n  o f  t h e  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  
t h e  b i o m a t e r i a l s  e m p l o y e d  w i t h i n  t h i s  p r o j e c t  a n d  t h e i r  c u r r e n t  a p p l i c a t i o n s .  
S E C T I O N  2 . 3 :  C E L L - M A T E R I A L  I N T E R A C T I O N  
S e c t i o n  2 . 3  p r o v i d e d  a  d e t a i l e d  l i t e r a t u r e  r e v i e w  o n  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  c e l l s  a n d  m o r e  
s p e c i f i c a l l y  o s t e o b l a s t  ( b o n e )  c e l l  b e h a v i o u r  o n  e n g i n e e r e d  s u r f a c e s .  T h i s  w a s  
e v a l u a t e d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  t y p e  o f  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  a n d  t y p e  o f  b i o m a t e r i a l  
c h e m i s t r y  t h e  c e l l s  w i l l  e n c o u n t e r .  
S E C T I O N  2 . 4 :  C O A T I N G  T E C H N O L O G Y  
S e c t i o n  2 . 4  c o n s i d e r e d  t h e  v a r i o u s  c o a t i n g  t e c h n o l o g i e s  a v a i l a b l e ,  t h e  p r o c e s s  o f  
o p e r a t i o n  a n d  t h e  b e n e f i t s  o f  v a p o u r  d e p o s i t i o n  i n  t h i n  f i l m  r e s e a r c h .  
S E C T I O N  2 . 5 :  C E L L  C U L T U R E  
S e c t i o n  2 . 5  r e v i e w e d  t h e  c e l l  c u l t u r e  t e c h n i q u e s  u t i l i s e d  i n  t h i s  t h e s i s ,  t h e  
m e t h o d o l o g y  w i t h  w h i c h  t h e y  o p e r a t e  a n d  t h e i r  a p p r o p r i a t e n e s s  f o r  t h i s  i n v e s t i g a t i o n .  
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S E C T I O N  2 . 6 :  S U M M A R Y  A N D  A I M S  
T h i s  f i n a l  s e c t i o n  s u m m a r i s e d  t h e  k e y  f i n d i n g s  w i t h i n  t h e  l i t e r a t u r e  r e v i e w  a n d  c l e a r l y  
e s t a b l i s h e d  t h e  n o v e l t y  o f  t h e  t h e s i s  p r o j e c t .  
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1 2 . 1 .  B O N E  
B o n e  i s  a  h i g h l y  s p e c i a l i z e d  f o r m  o f  c o n n e c t i v e  t i s s u e ,  t h e  m a j o r  c o m p o n e n t  o f  a l m o s t  a l l  
s k e l e t a l  s y s t e m s  i n  a d u l t  v e r t e b r a t e  a n i m a l s .  I t  i s  d i s t i n g u i s h e d  f r o m  o t h e r  f o r m s  o f  
c o n n e c t i v e  t i s s u e  b y  t h e  f a c t  t h a t  i t  i s  e x t r e m e l y  h a r d ,  o w i n g  t o  t h e  d e p o s i t i o n  w i t h i n  a  s o f t  
o r g a n i c  m a t r i x  o f  a  c o m p l e x  m i n e r a l  s u b s t a n c e ,  l a r g e l y  c o m p o s e d  o f  c a l c i u m ,  p h o s p h a t e ,  a n d  
c a r b o n a t e  [ 1 6 ] .  B o n e  i s  a  d y n a m i c  s t r u c t u r e  c o m p o s e d  o f  b o t h  l i v i n g  t i s s u e s ,  s u c h  a s  b o n e  
c e l l s ,  f a t  c e l l s  a n d  b l o o d  v e s s e l s ,  a n d  n o n - l i v i n g  m a t e r i a l s ,  i n c l u d i n g  w a t e r  a n d  m i n e r a l s  [ 1 7 ] .  
A s  b o n e s  g r o w  i n  c h i l d r e n  a n d  t e e n a g e r s ,  t h e y  a r e  c o n t i n u o u s l y  r e m o d e l l e d  t o  m a i n t a i n  
p r o p o r t i o n s .  E v e n  a d u l t  b o n e s  u n d e r g o  s o m e  r e m o d e l l i n g  i n  r e s p o n s e  t o  c h a n g e s  i n  w e i g h t  
a n d  a c t i v i t y .  T h i s  m a i n t e n a n c e  r e q u i r e s  t h e  c o o r d i n a t i o n  o f  s e v e r a l  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  b o n e  
c e l l s  [ 1 7 ] .  
B o n e s  h a v e  f o u r  m a i n  r o l e s  w i t h i n  t h e  b o d y .  T h e y :  
•  p r o v i d e  a  f r a m e w o r k  f o r  t h e  b o d y ,  s u p p o r t i n g  i t  a n d  g i v i n g  i t  s h a p e  
•  p r o v i d e  a  s u r f a c e  f o r  t h e  a t t a c h m e n t  o f  m u s c l e s  a n d  a c t  a s  l e v e r s ,  p e r m i t t i n g  c o m p l e x  
m o v e m e n t  
•  p r o v i d e  p r o t e c t i o n  f o r  s o f t e r  i n t e r n a l  o r g a n s  e . g .  t h e  s k u l l  b o n e s  f o r  t h e  b r a i n  a n d  t h e  
r i b  c a g e  f o r  t h e  l u n g s  a n d  h e a r t .  
•  s t o r e  c a l c i u m ,  a  m i n e r a l  e s s e n t i a l  f o r  t h e  a c t i v i t y  o f  n e r v e  a n d  m u s c l e  c e l l s .  
2 . 1 . 1 .  S T R U C T U R E  
C o v e r i n g  t h e  o u t e r  s u r f a c e  o f  t h e  b o n e  s h a f t  i s  t h e  p e r i o s t e u m  ( r e f e r  F i g u r e  3 ) ,  a  t h i n ,  t o u g h  
c o v e r i n g  o f  c o n n e c t i v e  t i s s u e  w h o s e  i n n e r  l a y e r  c o n t a i n s  m a n y  s p e c i a l i z e d  b o n e - f o r m i n g  
c e l l s .  T h e  p e r i o s t e u m  i s  w e l l  s u p p l i e d  w i t h  n e r v e s  a n d  b l o o d  v e s s e l s ,  s o m e  o f  w h i c h  p a s s  i n t o  
t h e  c o m p a c t  b o n e  [ 1 7 ] .  A  s i m i l a r  t i s s u e  t o  t h e  p e r i o s t e u m ,  t h e  e n d o s t e u m ,  l i n e s  t h e  m a r r o w  
c a v i t i e s  o f  t h e  b o n e s .  I n  o t h e r  r e s p e c t s  t h e  t w o  g r o s s  t y p e s  o f  b o n e  - c o m p a c t  a n d  c a n c e l l o u s  
- a r e  d i s t i n g u i s h e d  b y  t h e i r  a p p e a r a n c e .  
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1  
A l l  t y p e s  o f  b o n e  h a v e  a n  i d e n t i c a l  m i c r o s c o p i c  s t r u c t u r e  a t  s i m i l a r  s t a g e s  o f  m a t u r i t y .  T h e  
d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e m  l i e s  i n  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  e a c h  t o  t h e  b l o o d  s u p p l y .  M i c r o s c o p i c  
s t r u c t u r e s  o f  b o n e  d i f f e r  d e p e n d i n g  o n  t h e  m a t u r i t y  o f  t h e  b o n e  a n d  t h e  s p e e d  w i t h  w h i c h  i t  
h a s  t o  b e  l a i d  d o w n .  
W o v e n  b o n e  i s  a n  i m m a t u r e  b o n e  w h i c h  i s  d e p o s i t e d  i n  t h e  i n i t i a l  f O l l l l a t i o n  o f  b o n e  i n  t h e  
f o e t u s  o r  w h e r e  r a p i d  g r o w t h  a n d  r e p a i r  o f  b o n e  i s  n e e d e d .  T h i s  r a p i d  g r o w t h  r e s u l t s  i n  a  
d i f f e r e n t  m i c r o s t r u c t u r e .  T h e  s u r f a c e  t e x t u r e  o f  w o v e n  b o n e  i s  c o a r s e  a n d  f i b r o u s  ( r e f e r  
F i g u r e  I )  
F i g u r e  I :  W o v e n  b o n e  h a s  a  c o a r s e ,  f i b r o u s  t e x t u r e  t h a t  r e n e c t s  i t s  r a p i d  g r o w t h  1 1 8 1 .  
w i t h  c r i  s s - c r o s s  b u n d l e s  o f  c o l l a g e n  f i b r e s  o r g a n i s e d  i n  r a n d o m  o r  d i s o r d e r e d  p a t t e r n s  [ 1 8 ] .  
M a n y  l a r g e  c h a n n e l s  f o r  b l o o d  v e s s e l s  w i n d  t h r o u g h  t h i s  b o n e  a n d  a c r o s s  i t s  s u r f a c e .  W o v e n  
b o n e  i s  l a r g e l y  a b s e n t  f r o m  n O I  t r i a l  b o n e  a f t e r  t h e  a g e  o f  4 .  A f t e r  t h i s  a g e ,  i t  i s  o n l y  f o u n d  i n  
f r a c t u r e  c a l l u s  i n  b o t h  c h i l d r e n  a n d  a d u l t s  [ 1 9 ] .  W i t h  m a t u r i t y ,  t h e  b o n e  t a k e s  o n  a  m o r e  
o r d e r e d  s t r u c t u r e  a n d  i s  t e r m e d  l a m e l l a r  b o n e .  L a m e l l a r  b o n e ,  u n l i k e  w o v e n  b o n e ,  i s  f O l l n e d  
m o r e  s l o w l y  a n d  d e l i b e r a t e l y  o n  p r e - e x i s t i n g  b o n y  o r  c a r t i l a g i n o u s  s u r f a c e s  a n d  i s  e s s e n t i a l l y  
a  r e p l a c i n g ,  n o t  a  p r i m a r y ,  t i s s u e .  W o v e n  b o n e  m a k e s  t h e  r u n n i n g  a n d  e x t e n d s  a n  o s s e o u s  
t e r r i t o r y  i n t o  t h e  s u r r o u n d i n g  c o n n e c t i v e  t i s s u e s :  l a m e l l a r  b o n e  f o l l o w s  i n  i t s  w a k e ,  r e p l a c i n g  
i t ,  a n d  c o n s o l i d a t i n g  t h e  p o s i t i o n  o c c u p i e d .  T h e  o n l y  o t h e r  t i m e  w o v e n  b o n e  i s  f O l l n e d ,  
b e s i d e s  i n  e a r l y  y e a r s  o f  l i f e ,  i s  a s  a  c o n s e q u e n c e  o f  f r a c t u r e  o r  o t h e r  p a t h o l o g i c a l  
c i r c u m s t a n c e ,  w o v e n  b o n e  i s  t h e  f i r s t  t y p e  t o  b e  f o n n e d .  E v e n t u a l l y ,  h o w e v e r ,  a s  t h e  p r o c e s s  
s l o w s  d o w n ,  l a m e l l a r  b o n e  i s  f O l l n e d ,  a n d  f i n a l l y  t h e  w o v e n  b o n e  i s  a l m o s t  e n t i r e l y  r e p l a c e d  
b y  l a m e l l a r  b o n e  a s  i n  n O l l l l a l  d e v e l o p m e n t  [ 2 0 ] .  
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W i t h i n  a d u l t  l a m e l l a r  b o n e ,  t h e r e  e x i s t  t w o  t y p e s :  
2 . 1 . 1 . 1 .  C O M P A C T  B O N E  
C o m p a c t  b o n e  ( r e f e r  F i g u r e  2 )  c o n s i s t s  o f  a  d e n s e  a n d  v e r y  h a r d  b o n e  s t r u c t u r e  a t  t h e  
m a c r o s c o p i c  l e v e l .  T h e  s h a f t  o f  a  l i v i n g  l o n g  b o n e  c o n t a i n s  a  c y l i n d r i c a l  c a v i t y  f i l l e d  w i t h  
y e l l o w  b o n e  m a r r o w ,  w h i c h  i s  s t o r e d  f a t  t h a t  c a n  b e  u s e d  a s  a n  e n e r g y  s o u r c e  [ 1 7 ] .  
B l o o d  " e u e l  L  
. . .  n e r u e  I  . . . . . . . . .  "  
O s t  e o n  1 - - - '  
P e n o s t e u m  L J  
C o r 1 i u l  B o n e  I  
\  I  T r . b e l c u J a r  
" I  b o n e  
F i g u r e  2 :  S t r u c t u r e  o r  c o m p a c t  a n d  s p o n g y  b o n e  1 1 7 l -
A t  a  m i c r o s c o p i c  l e v e l ,  t h i s  b o n e  i s  b u i l t  o n  s t r u c t u r a l  u n i t s  c a l l e d  o s t e o n s  ( r e f e r  F i g u r e  2 ) .  
T h e s e  a r e  e l o n g a t e d  c y l i n d e r s  t h a t  a c t  a s  s u p p o r t i n g  b e a m s .  O s t e o n s  c o n s i s t  o f  a  c e n t r a l  
( o s t e o n i c  o r  H a v e r s i o n )  c a n a l  s u r r o u n d e d  b y  c l o s e l y  p a c k e d  c o n c e n t r i c  l a y e r s  c a l l e d  l a m e l l a e .  
E a c h  c a n a l  h o u s e s  b l o o d  v e s s e l s  a n d  n e r v e s .  
T h e  H a v e r s i o n  c a n a l  i s  s u r r o u n d e d  b y  a  n u m b e r  o f  o s t e o c y t e s  w h i c h  c o m m u n i c a t e  w i t h  e a c h  
o t h e r  v i a  c a n a l i c u l i .  F o u n d  a  s h o r t  d i s t a n c e  f r o m  e a c h  H a v e r s i o n  c a n a l  i s  a  c e m e n t  l i n e  w h i c h  
t h e  c a n a l i c u l i  c a n n o t  c o m m u n i c a t e  a c r o s s  ( r e f e r  F i g u r e  4 ) .  T h i s  c e m e n t  l i n e  d e s i g n a t e s  o n e  
o s t e o n .  T h e  s i z e  o f  t h e  H a v e r s i o n  c a n a l s  v a r i e s  f r o m  o n e  o s t e o n  t o  a n o t h e r .  T h e  l a r g e r  c a n a l s  
a r e  c a l l e d  r e s o r p t i o n  c a v i t i e s .  W i t h i n  t h e s e  c a v i t i e s  b o t h  m i n e r a l  a n d  m a t r i x  m a y b e  d e v e l o p e d  
o n  o n e  p a r t  w h i l e  o s t e o i d  t i s s u e  i s  l a i d  d o w n  o n  a n o t h e r .  F i g u r e  4  i l l u s t r a t e s  o s t e o b l a s t s  a n d  
o s t e o c l a s t s  l i n i n g  t h i s  r e s o r p t i o n  c a v i t y .  A s  o s t e o i d  t i s s u e  i s  l a i d  d o w n  i n  a n  a c t i v e  H a v e r s i o n  
s y s t e m  i t  b e c o m e s  m i n e r a l i z e d  [ 1 6 ] .  
R e s e a r c h  b y  F r o s t  [ 2 1 ]  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  p r o c e s s  o f  m i n e r a l i s a t i o n  i n  a n y  o s t e o n ,  a t  f i r s t  
o c c u r s  r a p i d l y  s o  t h a t  a b o u t  7 0 %  m i n e r a l i s a t i o n  o c c u r s  w i t h i n  a  m a t t e r  o f  d a y s  w h i l e  t h e  
r e m a i n d e r  o c c u r s  m o r e  s l o w l y  w i t h i n  a b o u t  6  w e e k s  o r  l o n g e r .  
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Figure 3: Microscopic structure of compact and spongy bone 1171. 
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Between the Haversion systems the angular intervals are packed with so-called "interstitial 
lamellae" which by their architecture are obviously the res idue of past, largely eroded, 
36 
H a v e r s i o n  s y s t e m s .  S i m i l a r  t o  o s t e o c y t e s  e m b e d d e d  w i t h i n  a n  o s t e o n ,  i n t e r s t i t i a l  l a m e l l a e  
c o n t a i n  o s t e o c y t e s  c o n n e c t e d  v i a  c a n a l i c u l i .  C o m m u n i c a t i o n  b e t w e e n  o s t e o c y t e s  i n  t h e  
i n t e r s t i t i a l  l a m e l l a e  a r e  p o s s i b l e ,  h o w e v e r  t h e y  a r e  i s o l a t e d  f r o m  o s t e o c y t e s  f o u n d  w i t h i n  t h e  
c e m e n t  l i n e  [ 2 0 ] .  
2 . 1 . 1 . 2 .  S P O N G Y  ( C A N C E L L O U S )  B O N E  
T h e  c a n c e l l o u s  c o m p o n e n t  o f  t h e  a d u l t  m a m m a l i a n  s k e l e t o n  i s  s i m i l a r  i n  f i n e  s t r u c t u r e  t o  t h a t  
o f  c o m p a c t  b o n e ,  e x c e p t  t h a t  c o m p l e t e  o s t e o n s  a r e  p r e s e n t  o n l y  i n  t h e  t h i c k e r  t r a b e c u l a e  [ 2 0 ] .  
T h i s  b o n e  i s  l e s s  d e n s e  t h a n  c o m p a c t  b o n e .  S p o n g y  c a n c e l l o u s  b o n e  ( o r  t r a b e c u l a r  b o n e )  
( r e f e r  F i g u r e  3 )  c o n s i s t s  o f  t i n y  b a r s  a n d  p l a t e s  t h a t  f o r m  a n  i r r e g u l a r  g r i d  l i k e  p a t t e r n .  T h e  
s u b s e q u e n t  h o n e y c o m b  s t r u c t u r e  t h a t  r e s u l t s  i s  d e s i g n e d  t o  b e a r  s t r e s s  f r o m  s e v e r a l  
d i r e c t i o n s ,  s u c h  a s  t h a t  e x e r t e d  o n  t h e  p e l v i s  i n  b e n d i n g  o r  s t r e t c h i n g .  T h e  s p a c e s  b e t w e e n  t h e  
t r a b e c u l a e  a r e  f i l l e d  w i t h  r e d  b o n e  m a r r o w  c o n t a i n i n g  t h e  b l o o d  v e s s e l s  t h a t  n o u r i s h  s p o n g y  
b o n e .  S p o n g y  b o n e  i s  f o u n d  i n  b o n e s  o f  t h e  p e l v i s ,  r i b s ,  b r e a s t b o n e ,  v e r t e b r a e ,  a n d  s k u l l  a n d  
a t  t h e  e n d s  o f  t h e  l o n g  b o n e s  i n  t h e  a r m  a n d  l e g  b o n e s  [ 2 1 ] .  T h e r e  a r e  f e w e r  H a v e r s i o n  
s y s t e m s  w i t h i n  t h i s  t y p e  o f  b o n e .  B o n e  r e m o d e l l i n g  t a k e s  p l a c e  d i r e c t l y  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  
t r a b e c u l a e  a n d  i s  m o r e  a c t i v e  t h a n  t h a t  i n  c o m p a c t  b o n e .  T h e  l a c u n a e  o f  o s t e o c y t e s  a r e  
s c a t t e r e d  t h r o u g h o u t  t h e  m a t r i x  i n  a n  i r r e g u l a r  a r r a n g e m e n t  [ 2 1 ] .  
W h i l e  o s t e o c y t e s  m a i n t a i n  b o n e ,  t w o  o t h e r  t y p e s  o f  c e l l s  f o r m  n e w  b o n e  a n d  r e m o v e  b o n e .  
B o n e - f o r m i n g  c e l l s  a r e  c a l l e d  o s t e o b l a s t s ,  a n d  t h e y  a r e  l o c a t e d  w i t h i n  t h e  p e r i o s t e u m  ( r e f e r  
F i g u r e  3 ) .  O s t e o b l a s t s  r e m o v e  s o l u b l e  c a l c i u m  a n d  p h o s p h a t e  i o n s  f r o m  t h e  b l o o d  a n d  d e p o s i t  
t h e m  a s  c a l c i u m  p h o s p h a t e  o n  t h i n  c o l l a g e n  f i b r e s  o f  t h e  b o n e  m a t r i x .  D u r i n g  b o n e  
d e v e l o p m e n t ,  o s t e o b l a s t s  b e c o m e  e n t r a p p e d  i n  t h e  m a t r i x  a s  i t  f o r m s .  O n c e  t h e y  h a v e  b e e n  
e n t r a p p e d ,  t h e y  a r e  t r a n s f o r m e d  i n t o  o s t e o c y t e s  [ 1 7 ] .  B o n e  c o n s t a n t l y  r e m o d e l s  a n d  t h i s  i s  a  
d u a l  p r o c e s s  b e t w e e n  b o n e  r e s o r p t i o n  a n d  d e p o s i t i o n .  B o n e  r e s o r p t i o n  i s  p e r f o r m e d  b y  c e l l s  
c a l l e d  o s t e o c l a s t s .  O s t e o c l a s t s  a r e  l o c a t e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  b o n e  a n d  r e m o v e  b o n e  b y  
s e c r e t i n g  e n z y m e s  a n d  a c i d s  t h a t  d i s s o l v e  t h e  s o l i d  c a l c i u m  p h o s p h a t e  [ 1 7 ] .  
2 . 1 . 2 .  B O N E  C E L L S  
T h e  v a s c u l a r  n e t w o r k  w i t h i n  b o n e  a c t s  a s  a  t r a n s p o r t  s y s t e m  f o r  b o n e  c e l l s ,  b r i n g i n g  b o n e -
f o r m i n g  o r  b o n e - r e s o r b i n g  c e l l s  t o  s i t e s  w h e r e  r e p a i r  o r  r e m o d e l l i n g  i s  n e e d e d .  I n  t u r n ,  b o n e s  
s e r v e  a s  a  r e p o s i t o r y  f o r  h e m o p o i e t i c  o r  b l o o d - f o r m i n g  t i s s u e s  [ 1 8 ] .  B o n e  c e l l s  h a v e  t w o  
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m a j o r  f u n c t i o n s ,  t h e  d e p o s i t i o n  a n d  p r o d u c t i o n  o f  n e w  b o n e  a n d  t h e  r e s o r p t i o n  o f  o l d .  S o m e  
o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  f e a t u r e s  o f  b o n e  c e l l s  a r e  o r g a n e l l e s ,  t h e  m e m b r a n e  b o u n d  c o m p o n e n t s  
o f  t h e  c e l l  t h a t  c a r r y  o u t  s p e c i f i c  f u n c t i o n s .  T h e  f r e q u e n c y  a n d  l o c a t i o n  o f  o r g a n e l l e s  r e v e a l s  
t h e  o v e r a l l  f u n c t i o n a l  c a p a c i t i e s  o f  e a c h  t y p e  o f  b o n e  c e l l  [ 1 8 ] .  
T h e r e  e x i s t  t h r e e  m a i n  t y p e s  o f  b o n e  c e l l s :  
•  t h e  o s t e o b l a s t  t h a t  l a y s  d o w n  t h e  b o n e  m a t r i x ;  
•  t h e  o s t e o c l a s t  t h a t  r e s o r b  b o n e .  
•  a n d  t h e  o s t e o c y t e s ,  a  s m a l l  c e l l  o f  d o u b t f u l  f u n c t i o n  t h a t  l i e s  i n  l a c u n a e  t h r o u g h o u t  
b o n e ;  
T h e  a b o v e  t h r e e  b o n e  c e l l s  o f t e n  w o r k  s i m u l t a n e o u s l y  i n  a d j a c e n t  a r e a s  o f  a  b o n e .  A s  w o v e n  
b o n e  i s  r e m o d e l l e d  i n t o  m a t u r e ,  l a m e l l a r  b o n e ,  o s t e o c l a s t s  w o r k  t o  r e s o r b  t h e  y o u n g  b o n e .  A t  
t h e  s a m e  t i m e ,  o s t e o b l a s t s  p r o d u c e  n e w  o s t e o i d ,  w h i c h  i n  t u r n ,  t r a n s f o r m s  t h e  o s t e o b l a s t s  i n t o  
o s t e o c y t e s  [ 1 8 ] .  
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  b o n e  c e l l s  t h e r e  a r e  t h e  l e s s  w e l l - d i f f e r e n t i a t e d  p r e c u r s o r  c e l l s  o f t e n  c a l l e d  
o s t e o p r o g e n i t o r  o r  m e s e n c h y m a l  c e l l s  a n d  f i b r o b l a s t s .  
T h i s  t h e s i s  c o n c e n t r a t e s  o n  t h e  o s t e o b l a s t  c e l l  i n t e r a c t i o n  w i t h  i m p l a n t  m a t e r i a l s ,  w e  w i l l  
d i s c u s s  i n  g r e a t e r  d e t a i l  t h e  f u n c t i o n  a n d  s t r u c t u r e  o f  t h e  o s t e o b l a s t  c e l l ;  i t s  g e n e r a l  
m o r p h o l o g y ,  f u n c t i o n  a n d  m e c h a n i s m s  o f  a d h e s i o n .  
2 . 1 . 2 . 1 .  O S T E O B L A S T  C E L L S  
T h e  o s t e o b l a s t  i s  a  f u l l y  d i f f e r e n t i a t e d  c e l l  w h o s e  f u n c t i o n  i s  t o  l a y  d o w n  b o n e  m a t r i x .  I t  m a y  
w e l l  a l s o  b e  c o n c e r n e d  i n  t h e  m i n e r a l i s a t i o n  p r o c e s s .  T h i s  c e l l  i s  d e r i v e d  f r o m  a n  
o s t e o p r o g e n i t o r  c e l l  i n  t h e  e m b r y o n i c  m e s e n c h y m e .  O s t e o p r o g e n i t o r  c e l l s  a r e  g e n e r a l i z e d  
c e l l s  f o u n d  i n  t h e  l i n i n g  o f  b l o o d  v e s s e l s  o n  t h e  p e r i o s t e a l  s u r f a c e  a n d  i n  H a v e r s i o n  c a n a l s .  
T h e  o s t e o p r o g e n i t o r  c e l l  i s  a c t i v e  i n  t w o  l o c a t i o n s ,  i n  t h e  e m b r y o  d u r i n g  t h e  i n i t i a l  p r o d u c t i o n  
o f  b o n e  a n d  i n  s i t e s  o f  b o n e  i n j u r y  w h e r e  b o n e  i s  b e i n g  r e p a i r e d .  
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2 . 1 . 2 . 1 . 1 .  O S T E O B L A S T  M O R P H O L O G Y  I N  V I V O  
A c t i v e  o s t e o b l a s t s  c o v e r  t h e  b o n e  s u r f a c e  a s  a  s h e a t h  o f  c l o s e l y  f i t t e d  c e l l s  [ 2 2 ] .  T h i s  s h e a t h  
o f  o s t e o b l a s t s  i s  s e e n  a s  a  l a y e r  o f  p l u m p  c e l l s ,  l i n e d  u p  c l o s e l y  t o g e t h e r  a l o n g  t h e  b o n e  
s u r f a c e .  A n  a c t i v e  o s t e o b l a s t  i s  g e n e r a l l y  c o l u m n a r  ( w i t h  a  b r e a d t h  o f  1 5 - 2 0  m i c r o n s )  i n  
s h a p e  w i t h  t h e  n u c l e u s  a t  t h e  e n d  f u r t h e s t  f r o m  t h e  b o n e  s u r f a c e .  T h e  c e l l  s h o w s  a n  i r r e g u l a r  
c o n t o u r ,  p a r t i c u l a r l y  o n  t h e  m a t r i x  s u r f a c e  w h e r e  t h e r e  a r e  m a n y  f i n e  p r o t o p l a s m i c  p r o c e s s e s  
w h i c h  p e n e t r a t e  t h e  a d j a c e n t  o s t e o i d  a n d  m i n e r a l i z e d  m a t r i x  v i a  c a n a l i c u l i .  T h e  n u c l e u s  o f  a n  
o s t e o b l a s t  c e l l  i s  l a r g e  c o m p a r e d  t o  o t h e r  c e l l  t y p e s  a n d  i s  l o c a t e d  e c c e n t r i c a l l y  i n  t h e  
c y t o p l a s m .  A  w e l l - d e v e l o p e d  G o l g i  a p p a r a t u s  e x i s t s  b e t w e e n  t h e  n u c l e u s  a n d  t h e  b a s e  o f  t h e  
c e l l .  O s t e o b l a s t s  c o n t a i n  a n  a b u n d a n c e  o f  r o u g h - s u r f a c e d  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  l y i n g  a w a y  
f r o m  t h e  n u c l e u s .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a n d  t h e  G o l g i  a p p a r a t u s  i s  a n  
i n d i c a t i o n  o f  t h e  a c t i v e  s e c r e t o r y  f u n c t i o n  o f  t h e  c e l l .  M i t o c h o n d r i a  c a n  b e  f o u n d  t h r o u g h o u t  
t h e  c y t o p l a s m  o u t s i d e  t h e  G o l g i  a r e a .  C o n n e c t e d  w i t h  t h e  m i t o c h o n d r i a  w i t h i n  t h e  c e l l ,  a r e  
m a n y  d e n s e  g r a n u l e s  t h a t  m a y  c o n t a i n  c a l c i u m  a n d  p h o s p h a t e  c r y s t a l s ,  w h i c h  a r e  p r o b a b l y  
d i s s o l v e d  a n d  r e l e a s e d  f r o m  t h e  c e l l  d u r i n g  c a l c i f i c a t i o n  [ 1 8 ] .  M i c r o t u b u l e s  c a n  b e  s e e n  i n  
o s t e o b l a s t s  i n  t i s s u e  t h a t  h a s  b e e n  f i x e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  [ 2 3 ] .  T h e s e  t u b u l e s  h a v e  a  
d i a m e t e r  o f  a b o u t  2 4 n m  a n d  a p p e a r  t o  r u n  s i n g l y ,  a l t h o u g h  s o m e t i m e s  s m a l l  c l u s t e r s  o f  
m i c r o t u b u l e s  a r e  s e e n  r u n n i n g  p a r a l l e l  t o  e a c h  o t h e r .  O s t e o b l a s t s  u s u a l l y  h a v e  a  l o n g  a x i s  
w h i c h  i s  o r i e n t e d  p a r a l l e l  t o  t h e  u n d e r l y i n g  c o l l a g e n  f i b r e s  [ 2 2 ] .  
W h e n  o s t e o b l a s t s  a r e  l e s s  a c t i v e ,  t h e y  c h a n g e  s h a p e  a n d  b e c o m e  m o r e  e l o n g a t e d ,  w i t h  t h e i r  
f l a t  s u r f a c e  p a r a l l e l  t o  t h e  b o n e  s u r f a c e ;  t h e i r  v o l u m e  d e c r e a s e s  w h e r e a s  t h e i r  b a s e  i n c r e a s e s  
[ 2 4 ,  2 5 ] .  T h e s e  t y p e s  o f  o s t e o b l a s t  c e l l s  a r e  c o m m o n l y  c a l l e d  b o n e  l i n i n g  c e l l s  [ 2 6 ] .  O n c e  
o s t e o b l a s t  c e l l s  t r a n s f o r m  t o  b o n e  l i n i n g  c e l l s ,  w e  s e e  v e r y  l i t t l e  c y t o p l a s m ,  s m a l l  a m o u n t s  o f  
f r e e  r i b o s o m e s ,  a n d  a  f e w  m i t o c h o n d r i a  w i t h i n  t h e  c e l l .  A l s o  t h e s e  c e l l s  t e n d  t o  s e p a r a t e  f r o m  
e a c h  o t h e r  c r e a t i n g  n u m e r o u s  s p a c e s .  T h e  s i z e  a n d  s h a p e  o f  o s t e o b l a s t  c e l l s  a l s o  i n f l u e n c e  t h e  
s i z e  a n d  s h a p e  o f  o s t e o c y t e s .  
2 . 1 . 2 . 1 . 2 .  F U N C T I O N  
O s t e o b l a s t s  b e h a v e  d i f f e r e n t l y  o n  d i f f e r e n t  s u r f a c e s  a n d  i n  d i f f e r e n t  a r c h i t e c t u r a l  t y p e s  o f  
b o n e  [ 2 7 ] .  T h e  p r i m a r y  r e s p o n s i b i l i t y  o f  o s t e o b l a s t  c e l l s  i s  t o  p r o d u c e  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  t h e  
u n c a l c i f i e d  o r g a n i c  m a t r i x ,  t h e  o s t e o i d .  T h e  o s t e o i d  i s  c o m p o s e d  m a i n l y  o f  T y p e  I  c o l l a g e n  
w i t h  t h e  b a l a n c e  b e i n g  m a d e  u p  o f  n o n - c o l l a g e n o u s  p r o t e i n s .  T h i s  m a t r i x  i s  s e c r e t e d  f r o m  t h e  
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n u c l e u s - b e a r i n g  e n d  o f  t h e  o s t e o b l a s t  c e l l  [ 1 8 ] .  D u r i n g  t h e  c a l c i f i c a t i o n  p r o c e s s ,  t h e  
o s t e o b l a s t  c e l l s  b e c o m e  e n c a s e d  i n  l a c u n a e  w i t h i n  t h e  c a l c i f i e d  m a t e r i a l  a n d  b e c o m e  
o s t e o c y t e s ,  c e l l s  w h i c h  h e l p  t o  m a i n t a i n  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  b o n e .  U p o n  c o m p l e t i o n  o f  b o n e  
f o r m a t i o n ,  a  l a y e r  o f  r e s t i n g  o s t e o b l a s t s  r e m a i n s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  b o n e  w h i c h  i s  c o v e r e d  
b y  n o n - c a l c i f i e d  o s t e o i d .  
O s t e o b l a s t s  h a v e  a n  a d d i t i o n a l  f u n c t i o n  d u r i n g  t h e  r e m o d e l l i n g  o f  b o n e .  T h e  r e m o d e l l i n g  
p r o c e s s  i s  a  h o m e o s t a t i c  s i t u a t i o n  w h e r e  t h e  f o r m a t i o n i r e s o r p t i o n  o f  b o n e  l e a d s  t o  n e i t h e r  a  
l o s s  n o r  g a i n  o f  b o n e .  O s t e o b l a s t s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  r e c e i v i n g ,  t r a n s l a t i n g  a n d  m e d i a t i n g  t h e  
s i g n a l s  r e q u i r e d  t o  a c t i v a t e  t h e  c e l l s  t h a t  r e s o r b  b o n e  ( o s t e o c l a s t s ) .  T h i s  r e m o d e l l i n g  p r o c e s s  
i s  r e g u l a t e d  b y  a  r a n g e  o f  g r o w t h  f a c t o r s  p r o d u c e d  b y  o s t e o b l a s t s  i n c l u d i n g  i n s u l i n - l i k e  
g r o w t h  f a c t o r s  ( I G F ) ,  p l a t e l e t  d e r i v e d  g r o w t h  f a c t o r  ( P D G F ) ,  b a s i c  f i b r o b l a s t  g r o w t h  f a c t o r  
( b F G F ) ,  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r - b e t a  ( T G F - P ) ,  a n d  t h e  b o n e  m o r p h o g e n e t i c  p r o t e i n s  
( B M P ) .  A l s o  l o c a t e d  i n  o s t e o b l a s t s  a r e  r e c e p t o r s  f o r  t h e  p a r a t h y r o i d  h o r m o n e ,  p a r a t h y r o i d  
h o r m o n e - r e l a t e d  p r o t e i n ,  t h y r o i d  h o r m o n e ,  g r o w t h  h o r m o n e ,  i n s u l i n ,  p r o g e s t e r o n e ,  p r o l a c t i n ,  
e s t r o g e n s ,  a n d r o g e n s ,  v i t a m i n  D 3  a n d  r e t i n o i d s  [ 2 8 ] .  
2 . 1 . 2 . 1 . 3 .  M E C H A N I S M  O F  A D H E S I O N  
A d h e s i o n  i n  b i o m a t e r i a l s  c o v e r s  t w o  p h e n o m e n a :  s h o r t - t e r m  e v e n t s ,  w h i c h  o c c u r  r a p i d l y  
i n c l u d i n g  p h y s i c o c h e m i c a l  l i n k a g e s  b e t w e e n  c e l l s  a n d  m a t e r i a l s  v i a  i o n i c  f o r c e s ,  v a n  d e r  
W a a l s  f o r c e s  e t c .  a n d  t h e  l o n g - t e r m  e v e n t s  w h i c h  o c c u r  v i a  b i o l o g i c a l  m o l e c u l e s  i n c l u d i n g  
e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  p r o t e i n s ,  c e l l  m e m b r a n e  p r o t e i n s ,  a n d  c y t o s k e l e t o n  p r o t e i n s  [ 5 ] .  W i t h i n  
t h i s  s e c t i o n ,  w e  w i l l  o n l y  d i s c u s s  t h e  p r o t e i n s  i n v o l v e d  i n  b o n e  c e l l  a d h e s i o n .  T h e  i n f l u e n c e s  
o f  s u b s t r a t e s  o n  t h i s  i n t e r a c t i o n  w o u l d  b e  c o n s i d e r e d  i n  t h e  s e c t i o n  t i t l e d  " C e l l - M a t e r i a l  
I n t e r a c t i o n " .  
C e l l  a d h e s i o n  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  n o r m a l  c e l l u l a r  o r g a n i z a t i o n  a n d  s t r u c t u r e ,  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  s u r v i v a l ,  m e t a b o l i s m ,  a n d  g e n e  e x p r e s s i o n .  T h i s  a d h e s i o n  i s  m e d i a t e d  b y  
s e v e r a l  g r o u p s  o f  p r o t e i n s ,  c a l l e d  a d h e s i o n  r e c e p t o r s ,  s p e c i a l i z e d  f o r  a d h e s i o n  b e t w e e n  
a d j a c e n t  c e l l s  o r  b e t w e e n  c e l l s  a n d  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x .  A d h e s i o n  r e c e p t o r s ,  i n  a d d i t i o n  t o  
a t t a c h i n g  c e l l s  i n  t h e  c o r r e c t  l o c a t i o n ,  a l s o  f o r m  p h y s i c a l  l i n k a g e s  b e t w e e n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  
e n v i r o n m e n t  a n d  t h e  i n t e r n a l  s t r u c t u r e s  o f  c e l l s  a n d  t h u s  c o n t r o l  s h a p e  a n d  m o t i l i t y  [ 2 9 ] .  
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2 . 1 . 2 . 1 . 3 . 1 . E X T R A C E L L U L A R  M A T R I X  P R O T E I N S  
T h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  o f  b o n e  c o n s i s t s  o f  9 0 %  c o l l a g e n i c  p r o t e i n s  ( t y p e  I  c o l l a g e n  9 7 %  
a n d  t y p e  V  c o l l a g e n  3 % )  a n d  o f  1 0 %  n o n  c o l l a g e n o u s  p r o t e i n s  ( N C P )  ( o s t e o c a l c i n  2 0 % ,  
o s t e o n e c t i n  2 0 % ,  b o n e  s i a l o p r o t e i n s  1 2 % ,  p r o t e o g l y c a n s  1 0 % ,  o s t e o p o n t i n ,  f i b r o n e c t i n ,  
g r o w t h  f a c t o r s ,  b o n e  m o r p h o g e n e t i c  p r o t e i n s  e t c ) .  A l l  t h e s e  p r o t e i n s  a r e  s y n t h e s i z e d  b y  
o s t e o b l a s t s  a n d  m o s t  a r e  i n v o l v e d  i n  a d h e s i o n .  
S o m e  o f  t h e  b o n e  p r o t e i n s  c o n t a i n  a d h e s i v e  p r o p e r t i e s ,  b e c a u s e  t h e y  c o n t a i n  a n  A r g - G l y - A s p  
( R G D )  s e q u e n c e  w h i c h  i s  s p e c i f i c  t o  t h e  f i x a t i o n  o f  c e l l  m e m b r a n e  r e c e p t o r s  l i k e  i n t e g r i n s  
( f i b r o n e c t i n ,  o s t e o p o n t i n ,  b o n e  s i a l o p r o t e i n ,  t h r o m b o s p o n d i n ,  t y p e  I  c o l l a g e n ,  v i t r o n e c t i n )  
[ 3 0 ] .  
2 . 1 . 2 . 1 . 3 . 2 .  C Y T O S K E L E T O N  P R O T E I N S  
T h e  s i t e s  o f  a d h e s i o n  b e t w e e n  c e l l s  a n d  s u b s t r a t e s  a r e  c a l l e d  f o c a l  c o n t a c t s  o r  a d h e s i o n  
p l a q u e s .  T h e  e x t e r n a l  f a c e s  o f  f o c a l  c o n t a c t s  p r e s e n t  s p e c i f i c  r e c e p t o r  p r o t e i n s  s u c h  a s  
i n t e g r i n s .  O n  t h e  i n t e r n a l  f a c e ,  s o m e  p r o t e i n s  l i k e  t a l i n ,  p a x i l l i n ,  v i n c u l i n ,  t e n s i n  a r e  k n o w n  t o  
m e d i a t e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  a c t i n  f i l a m e n t s  a n d  i n t e g r i n s  ( r e f e r  F i g u r e  5 ) .  T h e  f o r m a t i o n  o f  
f o c a l  c o n t a c t s  o c c u r s  m a i n l y  i n  c e l l s  w i t h  l o w  m o t i l i t y  a n d  i s  a s s i s t e d  b y  p r o t e i n s  l i k e  
f i b r o n e c t i n  o r  v i t r o n e c t i n .  C e l l  m o r p h o l o g y  a n d  a d h e s i o n  i s  i n f l u e n c e d  b y  t h e  s t r u c t u r a l  
d e s i g n  o f  t h e  a c t i n  c y t o s k e l e t o n  [ 5 ] .  
2 . 1 . 2 . 1 . 3 . 3 . A D H E S I O N  M O L E C U L E S  
A d h e s i o n  m o l e c u l e s  a r e  g e n e r a l l y  k n o w n  t o  i n t e r a c t  w i t h  s p e c i f i c  l i g a n d s  ( o t h e r  m o l e c u l e s  
t h a t  b i n d  t o  a  r e c e p t o r ) .  T h e s e  l i g a n d s  m a y  b e  s i t u a t e d  o n  a  n e i g h b o u r i n g  c e l l  m e m b r a n e  o r  
b e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  p r o t e i n s .  A d h e s i o n  m o l e c u l e s  b e l o n g  t o  f o u r  m a i n  g r o u p s :  s e l e c t i n s ,  
i m m u n o g l o b u l i n  s u p e r f a m i l y ,  c a d h e r i n s  a n d  i n t e g r i n s ,  o f  w h i c h  o n l y  c a d h e r i n s  a n d  i n t e g r i n s  
h a v e  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  o s t e o b l a s t i c  c e l l s .  I n t e g r i n s  p r o v i d e  a d h e s i o n  b e t w e e n  c e l l s  a n d  
s u b s t r a t e s  ( r e f e r  F i g u r e  5 ) .  I n t e g r i n s  s p a n  t h e  c e l l  m e m b r a n e  a n d  a c t  a s  a n  i n t e r f a c e  b e t w e e n  
t h e  i n t r a - a n d  e x t r a - c e l l u l a r  c o m p a r t m e n t s  a n d  c a n  t r a n s f o r m  t h e  a t t a c h m e n t  o f  e x t e r n a l  
l i g a n d s  t o  i n t e r n a l  i n f o r m a t i o n  w h i c h  i n d u c e s  a d h e s i o n ,  s p r e a d i n g ,  o r  c e l l  m i g r a t i o n  a n d  
c o n s e q u e n t l y  r e g u l a t e s  c e l l  g r o w t h  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  [ 5 ] .  C a d h e r i n s ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  
m e d i a t e  c e l l  t o  c e l l  a d h e s i o n .  C a d h e r i n s  a r e  t r a n s m e m b r a n e  g l y c o p r o t e i n s  a c t i n g  w i t h  
i n t r a c e l l u l a r  p a r t n e r s  l i k e  c a t e n i n  t h a t  i n t e r a c t  w i t h  i n t r a c e l l u l a r  p r o t e i n s  [ 3 1 ] .  A l o n g  w i t h  t h e  
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t w o  g r o u p s  w h i c h  p r o v i d e  c e l l - s u b s t r a t e  a n d  c e l l - c e l l  a d h e s i o n ,  t i g h t  a n d  a d h e r e n s  j u n c t i o n s  
p r o v i d e  a n c h o r a g e  t o  s u r r o u n d i n g  c e l l s  a n d  a l l o w  d i r e c t  e x c h a n g e  o f  i o n s  o r  s m a l l  m o l e c u l e s  
b e t w e e n  c e l l s  [ 3 2 ] .  
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F i g u r e  5 :  R e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  c e l l  p r o t e i n s  i n v o l v e d  i n  c e l l  a d h e s i o n  o n  b i o m a t e r i a l  1 5 1 .  
2 . 1 . 2 . 1 . 4 .  A D H E S I O N  O N  S O L I D  S U B S T R A T U M  
C e l l  a t t a c h m e n t  d e s c r i b e s  t h e  i n i t i a l  p h a s e  o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a  c e l l  a n d  s u b s t r a t u m ;  i t  
i n v o l v e s  c o n t a c t  a n d  f O l l n a t i o n  o f  t h e  i n i t i a l  a d h e s i v e  b o n d  b e t w e e n  a  s p h e r i c a l  c e l l ,  s u c h  a s  
a n  o s t e o b l a s t ,  a n d  a  s u i t a b l e  s o l i d  s u r f a c e .  O n c e  a t t a c h e d ,  c e l l s  a r e  i m m o b i l e  a n d  c a n n o t  b e  
r e m o v e d  b y  a n y  g e n t l e  p h y s i c a l  m e t h o d s .  U p o n  i n i t i a l  a t t a c h m e n t ,  s p r e a d i n g  w i l l  o c c u r  
r e n d e r i n g  a  s p h e r i c a l  c e l l  t o  c h a n g e  s h a p e  a n d  f l a t t e n  a l o n g  t h e  s u r f a c e  w i t h  a  b u l b o u s  
n u c l e u s  a t  i t s  c e n t e r ,  s u r r o u n d e d  b y  a  t h i n  l a y e r  o f  c y t o p l a s m .  A n c h o r a g e  d e p e n d e n t  c e l l s ,  
s u c h  a s  o s t e o b l a s t s ,  r e q u i r e  t h e  i n i t i a l  a t t a c h m e n t  a n d  s p r e a d i n g  f o r  i t s  s u r v i v a l  [ 3 3 ] .  
A n c h o r a g e  d e p e n d e n t  c e l l s  c a n  o n l y  p r o l i f e r a t e  w h e n  t h e y  h a v e  a t t a c h e d .  A  s t u d y  b y  S t o k e r  
e t  a l .  [ 3 4 ]  d e m o n s t r a t e d  t h i s  p h e n o m e n o n ,  s h o w i n g  c e l l s  k e p t  i n  s o f t  a g a r  f a i l e d  t o  p r o l i f e r a t e ,  
b u t  w h e n  g l a s s  f i b r i l s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  s u s p e n s i o n ,  t h e  c e l l s  b e c a m e  a t t a c h e d  t o  t h e s e  
f i b r i l s ,  s p r e a d ,  a n d  p r o l i f e r a t e d  t o  f O l m  c o l o n i e s .  
4 2  
1 1  
2 . 1 . 2 . 1 . 5 .  P R O L I F E R A T I O N  
I s o l a t i o n  o f  o s t e o b l a s t  c e l l s  f r o m  i n  v i v o  t i s s u e  a n d  i n t r o d u c t i o n  i n t o  i n  v i t r o  c u l t u r e  i n i t i a t e s  
t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  c e l l s .  T h i s  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  s u p p o r t s  e x p a n s i o n  o f  t h e  o s t e o b l a s t  c e l l  
p o p u l a t i o n .  P o s t - c o n f l u e n t  p r o l i f e r a t i o n  c o n s e q u e n t l y  s u p p o r t s  f o c a l  m u l t i l a y e r i n g  o f  
o s t e o b l a s t  c e l l s  a n d  b i o s y n t h e s i s  o f  t h e  t y p e  I  c o l l a g e n  m a t r i x ,  w h i c h  e s t a b l i s h e s  a  b o n e  
t i s s u e - l i k e  s t r u c t u r e  [ 3 5 ] .  A  l i m i t e d  a m o u n t  o f  c o m p e n s a t o r y  p r o l i f e r a t i o n  o c c u r s  i n  m a t u r e ,  
m i n e r a l i z i n g  b o n e  n o d u l e s .  T h i s  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i s  c o u p l e d  w i t h  d i f f e r e n t i a t i o n  a s  s h o w n  i n  
F i g u r e  6 .  T h e  c o u p l e d  r e l a t i o n s h i p  i s  s h o w n  a s  a r r o w s  i n  F i g u r e  6  a n d  p l a c e d  a l o n g  t h e s e  
a r r o w s  a r e  t h e  g e n e s  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  p r o c e s s .  T h e  b r o k e n  l i n e s  i n  F i g u r e  6  i n d i c a t e  t h e  
t r a n s i t i o n  p o i n t s  f r o m  o n e  d e v e l o p m e n t a l  s e q u e n c e  t o  t h e  n e x t .  I t  i s  a t  t h e  e n d  o f  p r o l i f e r a t i o n  
t h a t  d i f f e r e n t i a t i o n  t a k e s  p l a c e .  A  s e r i e s  o f  s i g n a l l i n g  m e c h a n i s m s  a r e  i l l u s t r a t e d  w h e r e b y  t h e  
p r o l i f e r a t i o n  p e r i o d  s u p p o r t s  t h e  s y n t h e s i s  o f  a  t y p e  I  c o l l a g e n - f i b r o n e c t i n  E C M ,  w h i c h  
c o n t i n u e s  t o  m a t u r e  a n d  m i n e r a l i z e .  T h e  f o r m a t i o n  o f  t h i s  m a t r i x  d o w n r e g u l a t e s  p r o l i f e r a t i o n ,  
a n d  m a t r i x  m i n e r a l i s a t i o n  d o w n r e g u l a t e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  g e n e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  E C M  
m a t u r a t i o n  p e r i o d .  E x p r e s s i o n  o f  o s t e o b l a s t  p h e n o t y p i c  g e n e s ,  s u c h  a s  o s t e o c a l c i n  a n d  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  i s  s u p p r e s s e d  d u r i n g  t h e  g r o w t h  p e r i o d  [ 3 5 ] .  
O s t e o b l a s t  p r o l i f e r a t i o n  i s  t h e  p r o c e s s  o f  c e l l  d i v i s i o n  i n v o l v i n g  f o u r  d i s t i n c t  p h a s e s  ( G "  S ,  
G
2  
a n d  M i t o s i s ) .  D u r i n g  G "  e x p r e s s i o n  o f  g e n e s  a s s o c i a t e d  w i t h  d e o x y n u c l e o t i d e  
b i o s y n t h e s i s  i s  u p r e g u l a t e d  ( e . g .  T h y m i d i n e  k i n a s e ,  t h y m i d y l a t e  s y n t h e s i s )  i n  p r e p a r a t i o n  f o r  
D N A  s y n t h e s i s  [ 3 6 ,  3 7 ] .  A s  c e l l s  p r o g r e s s  t h r o u g h  G
1
,  r e g u l a t o r y  f a c t o r s  r e q u i r e d  f o r  
i n i t i a t i o n  o f  D N A  r e p l i c a t i o n  a r e  s e q u e n t i a l l y  e x p r e s s e d  a n d / o r  a c t i v a t e d .  I n  S  p h a s e ,  D N A  
r e p l i c a t i o n  i s  p a r a l l e l e d  b y  a n d  f u n c t i o n a l l y  c o u p l e d  w i t h  h i s t o n e  g e n e  e x p r e s s i o n ,  p r o v i d i n g  
t h e  n e c e s s a r y  b a s i c  c h r o m o s o m a l  p r o t e i n s  f o r  p a c k a g i n g  n e w l y  r e p l i c a t e d  D N A  i n t o  
c h r o m a t i n  [ 3 8 ,  3 9 ] .  D u r i n g  G
2
,  r e g u l a t o r y  f a c t o r s  f o r  m i t o s i s  a r e  s y n t h e s i z e d ,  a n d  
m o d i f i c a t i o n s  o f  c h r o m a t i n  s t r u c t u r e  t o  s u p p o r t  m i t o t i c  c h r o m o s o m e  c o n d e n s a t i o n  o c c u r  [ 4 0 ] .  
T h e  f i n a l  s t a g e ,  m i t o s i s ,  i n v o l v e s  t h e  s e q u e n t i a l  r e m o d e l l i n g  o f  g e n o m e  a r c h i t e c t u r e  f r o m  
u n c o n d e n s e d  c h r o m a t i n  t o  h i g h l y  c o n d e n s e d  c h r o m o s o m e s  a n d  b a c k  t o  c h r o m a t i n  [ 3 5 ] .  
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F i g u r e  6 :  R e c i p r o c a l  a u d  f u n c t i o n a l l y  c o u p l e d  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  c e l l  g r o w t h  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n -
r e l a t e d  g e n e  e x p r e s s i o n .  T h e  g e n e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e s e  r e l a t i o n s h i p s  a r e  p l a c e d  a l o n g  t h e  a r r o w s .  
A b b r e v i a t i o n s :  E C M  ( e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x ) ,  0 4  ( h i s t o n e ) ,  T G F - f l  ( t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r  b e t a ) ,  F N  
( f i b r o n e c t i n ) ,  C O L  ( c o l l a g e n ) ,  O P  ( o s t e o p o n t i n ) ,  A P  ( a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ) ,  M G P  ( m a t r i x  G l a  p r o t e i n ) ,  
O C  ( o s t e o c a l c i n ) ,  C '  A S E  ( c o l l a g e n a s e )  ( 3 5 ( .  
2 . 1 . 2 . 1 . 6 .  D I F F E R E N T I A T I O N  
O s t e o b l a s t  d i f f e r e n t i a t i o n ,  a s  m e n t i o n e d  b e f o r e ,  i s  c o u p l e d  w i t h  t h e  p r o c e s s  o f  p r o l i f e r a t i o n .  
T h e r e  i s  a  p a n e l  o f  o s t e o b l a s t  p h e n o t y p i c  m a r k e r s  t o  d e s i g n a t e  t h e  d i f f e r e n t  s t a g e s  ( r e f e r  
F i g u r e  7 ) .  T h e  m a i n  s t a g e s  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  i n c l u d e s  t h e  p r o c e s s  o f  m a t u r a t i o n  a n d  
m i n e r a l i s a t i o n  [ 4 1 ] .  E x p r e s s i o n  o f  t h e  m o s t  f r e q u e n t l y  a s s a y e d  o s t e o b l a s t - a s s o c i a t e d  g e n e s :  
c o l l a g e n  I ,  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( A L P ) ,  o s t e o p o n t i n ,  o s t e o c a l c i n ,  b o n e  s i a l o p r o t e i n ,  a n d  
p a r a t h y r o i d  h o r m o n e  r e c e p t o r s  a r e  a s y n c h r o n o u s l y  u p r e g u l a t e d ,  a c q u i r e d  a n d / o r  l o s t  a s  t h e  
p r o g e n i t o r  c e l l s  d i f f e r e n t i a t e  a n d  m a t r i x  m a t u r e s  a n d  m i n e r a l i z e s  [ 3 5 ,  4 2 ] .  
W i t h i n  t h i s  s t u d y  o s t e o b l a s t  d i f f e r e n t i a t i o n  w a s  m a r k e d  u s i n g  t h e  e n z y m e  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e .  A L P  b e l o n g s  t o  a  l a r g e  g r o u p  o f  p r o t e i n s  w h i c h  a r e  a t t a c h e d  t o  t h e  e x t r a c e l l u l a r  
s u r f a c e  o f  c e l l  m e m b r a n e s  a n d  a r e  g e n e r a l l y  k n o w n  a s  e c t o e n z y m e s  [ 4 3 ] .  I t s  a c t i v i t y  h a s  
h i s t o r i c a l l y  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  n e w  b o n e  f o r m a t i o n  ( c a l c i f i c a t i o n  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  
( E C M »  [ 4 4 ] .  C e l l s  t h a t  c a l c i f y  t h e  E C M  t e n d  t o  h a v e  h i g h e r  l e v e l s  o f  A L P .  M o r e o v e r ,  
a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e  i n c r e a s e s  w h e n  o s t e o b l a s t s  p r o d u c e  o s t e o i d ,  o w i n g  g r e a t l y  t o  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  m e m b r a n e  o r g a n e l l e s  c a l l e d  m a t r i x  v e s i c l e s .  T h i s  i s  a n  e a r l y  
m a r k e r  o f  o s t e o b l a s t  d i f f e r e n t i a t i o n  b e c a u s e  a c t i v i t y  i s  g r e a t e s t  j u s t  b e f o r e  m i n e r a l i s a t i o n  
4 4  
a c t u a l l y  b e g i n s .  T h e  e f f e c t  o f  A L P  i s  t o  i n c r e a s e  l o c a l  l e v e l s  o f  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e ,  o n e  o f  
t h e  c o m p o n e n t s  o f  a p a t i t e ,  t h e  m i n e r a l  p h a s e  o f  b o n e  [ 4 S ) .  
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F i g u r e  7 :  G r o w t h  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  o s t e o b l a s t s .  ( A )  F r e q u e n t l y  u s e d  m a r k e r s .  ( 8 )  O s t e o b l a s t  
m a t u r a t i o n  s t a g e s .  ( C )  T h e  b o n e  m o r p h o g e n e t i c  p r o t e i n s  a r e  r e q u i r e d  f o r  l i n e a g e  d i r e c t i o n .  A t  e a c h  s t a g e  
o f  m a t u r a t i o n ,  c e l l s  a r e  r e s p o n s i v e  t o  s t e r o i d  a n d  p o l y p e p t i d e  h o r m o n e s  t h a t  p r o m o t e  t h e i r  f u r t h e r  
d j f f e r e n t i a t i o n ,  a s  w e l J  a s  m e d i a t i n g  t h e i r  f u n c t i o n a l  a c t i v i t i e s .  S e l e c t e d  e x a m p l e s  o f  r e g u l a t o r y  f a c t o r s  a r e  
s b o w n  1 4 1 1 .  
2 . 1 . 3 .  H E A L I N G  M E C H A N I S M  
C o m p a r i n g  h e a l i n g  m e c h a n i s m s  d u r i n g  f r a c t u r e  r e p a i r  a n d  i m p l a n t  h e a l i n g  i s  i m p o r t a n t  w h e n  
a t t e m p t i n g  t o  r e p l a c e  b i o l o g i c a l  p a r t s  w i t h  a r t i f i c i a l  a n d  m o s t l y  i n f e r i o r  s u b s t i t u t e s .  T h e s e  
r e p l a c e m e n t  p a r t s  t y p i c a l l y  d o  n o t  h a v e  t h e  s a m e  s t r e n g t h ,  c h e m i s t r y  o r  t o p o g r a p h y  s u i t a b l e  
f o r  l o n g  t e l l n  r e s i d e n c y  w i t h i n  t h e  b o d y .  C o n s i d e r a b l y  m o r e  r e s e a r c h  a n d  d e v e l o p m e n t  i s  
n e c e s s a r y  b e f o r e  a r t i f i c i a l  i m p l a n t s  c a n  g a i n  t h e  s a m e  a c c e p t a n c e  w i t h i n  t h e  b o d y  a s  
b i o l o g i c a l  m a t e r i a l s .  
2 . 1 . 3 . 1 .  F R A C T U R E  R E P A I R  
F r a c t u r e s ,  o r  b r e a k s ,  a r e  v e r y  c o m m o n  i n j u r i e s  t o  b o n e s .  T h e  r e p a i r  p r o c e s s  r e q u i r e s  t h e  
i n t e r p l a y  o f  s e v e r a l  p r o c e s s e s .  A f t e r  f r a c t u r e  a n d  t h e  a c u t e ,  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  t h a t  i s  
t y p i c a l  o f  a n  i n j u r y  o f  a n y  t i s s u e ,  m e s e n c h y m a l  s t e m  c e l l s  ( M S C )  c o n g r e g a t e  a t  t h e  f r a c t u r e  
s i t e  a n d  f O l m  a  h i g h l y  c e l l u l a r  r e p a i r  b l a s t e m a .  A  b l a s t e m a  i s  a n  a g g r e g a t i o n  o f  c e l l s  c a p a b l e  
o f  d i f f e r e n t i a t i o n  i n t o  s p e c i a l i z e d  t i s s u e  a n d  o r g a n s .  M e s e n c h y m a l  s t e m  c e l l s  a r e  t h o u g h t  t o  
s t e m  f r o m  t h e  d i s r u p t e d  p e r i o s t e u m  a n d  t h e  s u r r o u n d i n g  s o f t  t i s s u e s  [ 4 6 ] .  T h e y  p l a y  a n  
i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  b o d y  a n d  i n  t h e  b o n e  r e p a i r  p r o c e s s .  M S C s  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  t o  
d i f f e r e n t i a t e  i n t o  a  v a r i e t y  o f  m e s e n c h y m a l  t i s s u e s  s u c h  a s  b o n e ,  c a r t i l a g e ,  t e n d o n ,  m u s c l e ,  
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m a r r o w ,  f a t ,  d e l m i s  e t c .  F i g u r e  8  s h o w s  t h e  p a t h w a y s  M S C  c o u l d  p o t e n t i a l l y  d i f f e r e n t i a t e  
i n t o .  P r o l i f e r a t i n g  M S C s  e n t e r  a  l i n e a g e  f o l l o w i n g  t h e i r  c o m m i t m e n t  t o  t h a t  p a r t i c u l a r  
p a t h w a y .  T h e  c o m m i t m e n t  e v e n t  i n v o l v e s  t h e  a c t i o n  o f  s p e c i f i c  g r o w t h  f a c t o r s  a n d / o r  
c y t o k i n e s  a s  d o e s  t h e  n e x t  p h a s e  i n  w h i c h  t h e  l i n e a g e - c o m m i t t e d  c e l l s  p r o g r e s s  t h r o u g h  a  
n u m b e r  o f  t r a n s i t o r y  s t a g e s  i n  t h e  l i n e a g e  p r o g r e s s i o n  p r o c e s s .  T e r m i n a l  d i f f e r e n t i a t i o n  
i n v o l v e s  t h e  c e s s a t i o n  o f  p r o l i f e r a t i o n  a n d  t h e  m a s s i v e  b i o s y n t h e s i s  o f  t i s s u e - s p e c i f i c  
p r o d u c t s .  L a s t l y ,  t h e s e  d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s  g o  t h r o u g h  a  m a t u r a t i o n  s t a g e  i n  w h i c h  t h e y  
a c q u i r e  t h e  a b i l i t y  t o  f u n c t i o n  i n  a s p e c t s  o f  t i s s u e  h o m e o s t a s i s  a s  o p p o s e d  t o  h i g h  l e v e l s  o f  
s y n t h e t i c  a c t i v i t y .  A l l  o f  t h e s e  e n d - s t a g e  d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s  h a v e  f i x e d  h a l f - l i v e s  a n d  c a n  b e  
e x p e c t e d  t o  e x p i r e ;  t h e s e  c e l l s  a r e  r e p l a c e d  b y  n e w l y  d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s  a r i s i n g  f r o m  t h e  
c o n t i n u o u s  t r a n s l a t i o n  d o w n  t h e  l i n e a g e  p a t h w a y  [ 4 7 ] .  
l I e . o n c l " " " , .  S I  . . .  C . "  ( M S C }  
P r o l l  . .  _  
0 1 1 " , , 1  i i  7  p S , .  
P r o l l e r . 1 I o n  0 , 1 . 0  
- - : : .  J  _  
/ '  l b d o ; U 4 . ' "  ' "  
C b a :  1 ' * 0 1 1  n e . . .  U g  I I ' f l : t n - O U J l i t  M ) ' O g o n  2  ' b  
C O f t I I " ' , . . n t  
D t f f . r . n U a t t o n  
l l e l  . . .  _  
•  
n . , . , . o r y  
0 . *  b : '  I t  
( 3  
J  
"  
-
o . t o o c y l a  
B O I l !  
o  D i U ,  T h , n p . u t J t t .  h e .  
"  . . . .  i O t y  
CI1CH"~tt 
c : )  
~ 
t ! y p « l t o p h  
C h o n d i o c y l .  
C A I I 1 1 A O E  
( j  
I  
n i t  I' . ,  
A J r o b ' - . 1  
!  
1  
1  
T I L  
F L t o b l  . .  ,  
T ! N O O N  I  
U I l A I I E H T  
( )  
I  
I t r > t , u t  
I  
l I t y a A : l l I . J 4  , .  ' 10 f t  
M y o l w . o  
1 a l S C U !  
•  
M a u o w  S u o m .  
- "  
•  
n & n o I i O t y  
$ l r o m a J  C a I  
G  
J  
1  
l a . I q u o  
M c : r O o r i c h t  
. .  
S t r O i T . 1  
C ' "  
I  
0  . . . .  
I  
I  
I  
I  
I  
A~H)cyt • •  ,  
D e l " "  a n d  
a l i i  . .  C ' "  
C O H l L C T . V E  
M A I I R O W  T ' S S U !  
!  
•  
- ! !  
•  
Q .  
,  
j  
!  
~ 
~ 
I  
~ 
:  
: I  
F i g u r e  8 :  T h e  m e s e n g e n i c  p r o c e s s .  M e s e n c h y m a l  s t e m  c e l l s  a r e  a b l e  t o  d i f f e r e n t i a l e  i n t o  a  v a r i e t y  o f  
t i s s u e s .  I t s  p a t h  d e p e n d s  o n  t h e  a c t i o n s  o f  s p e c i f i c  g r o w t h  f a c t o r s  a n d  c y t o k i n e s  1 4 7 1 .  
I n  t h e  c a s e  o f  b o n e  r e p a i r  t h e r e  a r e  t w o  p o s s i b l e  p a t h s  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  d e p e n d e n t  o n  t h e  
s t a b i l i t y  o f  t h e  f r a c t u r e .  D i s c u s s e d  o n  p a g e s  4 7  a n d  4 8  a r e  t h e  t w o  p o s s i b l e  p a t h s  b a s e d  o n  a  
m e c h a n i c a l l y  s t a b l e  o r  u n s t a b l e  f r a c t u r e .  
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2 . 1 . 3 . 1 . 1 .  M E C H A N I C A L L Y  S T A B L E  F R A C T U R E  
I t  h a s  b e e n  c a l c u l a t e d  t h a t  c o n t a c t  i s  e s s e n t i a l  o v e r  o n l y  a b o u t  1  %  o f  t h e  f r a c t u r e d  s u r f a c e  t o  
e s t a b l i s h  s t a b i l i t y  [ 4 8 ] .  T h e  f i r s t  c e l l s  t o  g e n e r a l l y  i n v a d e  a  s t a b l e  f r a c t u r e  s i t e  a r e  
m a c r o p h a g e  c e l l s ,  c l o s e l y  f o l l o w e d  b y  f i b r o b l a s t s  a n d  c a p i l l a r i e s .  T h e  m a c r o p h a g e s  r e m o v e  
d e b r i s  a n d  t h e  f i b r o b l a s t  c e l l s  l a y  d o w n  a  f i b r o u s  m a t r i x  t o  s u p p o r t  t h e  M S C s  a n d  c a p i l l a r i e s .  
F r o m  F i g u r e  9 ,  w e  s e e  t h a t  v a s c u l a t u r e  a p p e a r s  q u i t e  r a p i d l y  i n  a  s t a b l e  f r a c t u r e  s i t e  l e a d i n g  
t o  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  s t a b i l i t y  i s  r e q u i r e d  t o  a l l o w  v a s c u l a t u r e  t o  e x t e n d  o v e r  t h e  b r e a k .  
W i t h i n  t h e  r e p a i r  b l a s t e m a ,  m e s e n c h y m a l  s t e m  c e l l s  b e g i n  t o  p r o g r e s s  t h r o u g h  t h e  o s t e o g e n i c  
p a t h w a y  p r o v i d i n g  t h e  c e l l s  n e c e s s a r y  t o  r e p a i r  t h e  f r a c t u r e .  F i r s t l y ,  p r e o s t e o b l a s t s  l i n e  u p  
a l o n g  t h e  f r a c t u r e d  s u r f a c e  a n d ,  i n  t i m e ,  a n  e p i t h e l i a l  l a y e r  o f  o s t e o b l a s t s  f o r m  a l o n g  t h i s  
s u r f a c e  a n d  l a y e r s  o f  n e w  b o n e  a r e  s e c r e t e d .  F u r t h e r  t r a n s v e r s e  l a y e r s  o f  b o n e  a r e  l a i d  d o w n  
a n d  w i t h i n  w e e k s  t h e  g a p s  i n  t h e  f r a c t u r e  a r e  f i l l e d  t o  e s t a b l i s h  b o n y  u n i o n  a c r o s s  t h e  
f r a c t u r e d  c o r t e x .  
I t  h a s  b e e n  f r e q u e n t l y  a s s u m e d  t h a t  d e a d  b o n e  a d j a c e n t  t o  f r a c t u r e d  s u r f a c e s  h a s  t o  b e  
r e m o v e d  b e f o r e  n e w  b o n e  c a n  b e  l a i d  d o w n  [ 4 9 ] ,  b u t  t h i s  i s  n o t  n e c e s s a r i l y  s o .  E x p e r i m e n t s  
s h o w e d  t h a t  d e p e n d i n g  o n  t h e  w i d t h  o f  t h e  g a p  i n  t h e  f r a c t u r e ,  t h e  h e a l i n g  p r o c e s s  i s  s l i g h t l y  
d i f f e r e n t  [ 5 0 ] .  
I n  r e g i o n s  w h e r e  t h e  g a p  i s  l e s s  t h a n  a b o u t  1 0  I l m ,  h e a l i n g  i s  a c h i e v e d  b y  d i r e c t  H a v e r s i o n  
r e m o d e l l i n g .  H a v e r s i o n  r e m o d e l l i n g  b e g i n s  w i t h  t h e  f o r m a t i o n  o f  r e s o r p t i o n  c a v i t i e s  t h a t  
p e n e t r a t e  i n  t h e  l o n g i t u d i n a l  d i r e c t i o n  t h r o u g h  t h e  n e c r o t i c  f r a g m e n t  e n d s  a n d  a p p r o a c h  t h e  
n e w l y  f o r m e d  t i s s u e  w i t h i n  t h e  f r a c t u r e  g a p .  R e s o r p t i o n  c a v i t i e s  a r e  f o r m e d  b y  g r o u p s  o f  
o s t e o c l a s t s .  T h e  o s t e o c l a s t s  a r e  f o l l o w e d  b y  a  t h i n - w a l l e d  c a p i l l a r y  l o o p  t h a t  r u n s  i n  t h e  
c e n t e r  o f  t h e  r e s o r p t i o n  c a v i t y .  N e w l y  f o r m e d  o s t e o b l a s t s  e v e n t u a l l y  l i n e  t h e  r e s o r p t i o n  c a v i t y  
a n d  b e g i n  p r o d u c i n g  o s t e o i d .  F i n a l l y  t h e  r e s o r p t i o n  c a v i t y  f i l l s  e n t i r e l y  w i t h  n e w  b o n e  a n d  
b e c o m e  o s t e o n s  [ 5 1 ] .  
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F i g u r e  9 :  F r a c t u r e  r e p a i r .  P r o c e s s  o f  r e p a i r  d e p e n d s  o n  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  r e p a i r  s i t e .  W i t h  a  s t a b l e  
f r a c t u r e ,  v a s c u l a r i s a t i o n  o c c u r s  q u i t e  r a p i d l y .  W i t h  a n  u n s t a b l e  f r a c t u r e ,  c a r t i l a g e  i n i t i a l l y  s u r r o u n d s  t h e  
f r a c t u r e  s i t e  a n d  w o v e n  b o n e  i s  f o r m e d  t o  s t a b i l i z e  t h e  a r e a .  I t  i s  f o l l o w i n g  t h i s  t h a t  v a s c u l a r i s a t i o n  o c c u r s  
1 4 7 1 ·  
T h e r e  a r e  s o m e  g a p s  o f  w i d t h s  b e t w e e n  I  0  a n d  3 0  ~lm w h i c h  a r e  t o o  s m a l l  f o r  c e l l s  t o  e n t e r ,  
b u t  t o o  w i d e  f o r  r e m o d e l l i n g  c a v i t i e s  t o  c r o s s .  T h e s e  g a p s  a r e  w i d e n e d  b y  o s t e o c l a s t s ,  
e n a b l i n g  c e l l s  a n d  c a p i l l a r i e s  t o  e n t e r ;  s o m e  c e l l s  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  o s t e o b l a s t s  a n d  n e w  b o n e  
i s  l a i d  d o w n  o n  t h e  f r a c t u r e d  s u r f a c e s .  T h e  s p a c e s  a r e  g r a d u a l l y  f i l l e d  b y  b o n e  t o  p r o d u c e  a n  
i r r e g u l a r  a r r a y  o f l a m e l l a e  a c r o s s  t h e  c o r t e x  [ 4 8 ] .  
2 . 1 . 3 . 1 . 2 .  M E C H A N I C A L L Y  U N S T A B L E  F R A C T U R E  
I f  t h e  f r a c t u r e  i s  m e c h a n i c a l l y  u n s t a b l e ,  s i m i l a r  t o  t h e  s t a b l e  f r a c t u r e ,  w e  s e e  m a c r o p h a g e s  
w i t h i n  t h e  s i t e  c l e a n i n g  u p  d e b r i s  a n d  a  f e w  f i b r o b l a s t s  w i t h  a  s m a l l  a m o u n t  o f  c o l l a g e n o u s  
m a t r i x .  F u r t h e r  f r o m  t h e  g a p  m e s e n c h y m a l  s t e m  c e l l s  b e g i n  c h o n d r o g e n e s i s  i n  o r d e r  t o  
p r o d u c e  c h o n d r o b l a s t s  t o  f O l  I I I  c a r t i l a g e .  T b e  r e g i o n  o f  c h o n d r o g e n e s i s  e x t e n d s  t h e  l e n g t h  o f  
t h e  b r o k e n  b o n e  g a p .  T h e  c a r t i l a g i n o u s  m a t r i x  i s  h e t e r o g e n e o u s .  I n  s o m e  a r e a s  t h e  m a t r i x  
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c o n t a i n s  o n l y  t h i n  c o l l a g e n  f i b r i l s ,  w h i l e  i n  o t h e r s  t h e r e  a r e  b u n d l e s  o f  t h i c k e r  c o l l a g e n  f i b r i l s  
o r  l o n g  e l a s t i c  f i b r e s .  F o l l o w i n g  t h i s ,  a  l a r g e  a n d  m e c h a n i c a l l y  s t a b l e  w o v e n  b o n y  s t r u c t u r e  
w i l l  c o m p l e t e l y  s u r r o u n d  t h e  r e p a i r  b l a s t e m a  i n c l u d i n g  t h e  c a r t i l a g i n o u s  m a t r i x  a n d  
m e c h a n i c a l l y  c o n n e c t  a n d  s t a b i l i z e  t h e  f r a c t u r e  [ 4 8 ] .  T h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  f r a c t u r e  g a p  
p r o v i d e d  b y  t h e  b o n y  c a l l u s  r e d u c e s  t h e  s t r a i n  a n d  c e l l s  n o w  e n t e r  t h e  g a p .  F i b r o u s  t i s s u e  i s  
l a i d  d o w n  a n d  s o m e  b o n e  a l o n g  t h e  f r a c t u r e d  s u r f a c e s  i s  r e s o r b e d  b y  o s t e o c l a s t s .  O s t e o b l a s t s  
t h e n  m i g r a t e  a l o n g  t h e  b o n e  s u r f a c e s  a n d  l a y  d o w n  t r a n s v e r s e  l a m e l l a e ,  w h i c h  q u i c k l y  f i l l  t h e  
g a p  a n d  r e f o r m  t h e  n a t u r a l  c o n t o u r s  o f  t h e  o r i g i n a l  b o n e  [ 5 2 ] .  
2 . 1 . 3 . 2 .  I M P L A N T  H E A L I N G  
A l b r e k t s s o n  e t  a l .  [ 5 3 ]  s u g g e s t e d  i f ,  h y p o t h e t i c a l l y ,  t h e  i m p l a n t  m a t e r i a l  i s  i n e r t ,  t h e  h e a l i n g  
o f  i t  w i l l  f o l l o w  t h e  s a m e  p r i n c i p l e s  t h a t  g o v e r n  f r a c t u r e  h e a l i n g  ( o r  w o u n d  h e a l i n g ) .  T h e r e  i s  
a n  e x p e c t e d  t r a u m a  t h a t  f o l l o w s  t h e  i n s e r t i o n  o f  a n  i m p l a n t ,  a  t r a u m a  t h a t  w i l l  t r i g g e r  a  
h e a l i n g  r e s p o n s e  w h i c h  i s  i d e n t i c a l  t o  w h a t  h a p p e n s  i n  a  f r a c t u r e  z o n e .  H o w e v e r  u n l i k e  
f r a c t u r e  h e a l i n g ,  i m p l a n t s  w o u l d  c a u s e  a n d  l e a v e  a  l o c a l  d i s c o n t i n u i t y  i n  t h e  b o n e  t i s s u e .  
I n  t h e  c a s e  o f  a n  i m p l a n t ,  s i m i l a r  t o  f r a c t u r e  h e a l i n g ,  b l o o d  v e s s e l s  a r e  d a m a g e d  r e s u l t i n g  i n  a  
h a e m o r r h a g e .  A  b l o o d  c l o t  f o r m s  a n d  p e r s i s t s  f o r  a  f e w  d a y s  [ 5 4 ] .  T r a n s i e n t  v a s o c o n s t r i c t i o n  
a t  t h e  e n d s  o f  t h e  d i s r u p t e d  l o c a l  b l o o d  v e s s e l s  l i m i t s  t h e  a m o u n t  o f  b l o o d  e n t e r i n g  t h e  i n j u r e d  
t i s s u e  a n d  c l o t  r e t r a c t i o n  c o n d e n s e s  t h e  h e m o s t a t i c  p l u g  a n d  r e d u c e s  t h e  w o u n d  s i t e .  
R e t r a c t i o n  i s  c a u s e d  b y  t h e  e x e r t i o n  o f  t r a c t i o n a l  f o r c e s  b y  t h e  a c t i v a t e d  p l a t e l e t s  r e s u l t i n g  i n  
c o n d e n s a t i o n  o f  t h e  f i b r i n  s t r a n d s  i n  t h e  c l o t  [ 5 5 ] .  
I n  t h e  e a r l y  h e a l i n g  e v e n t s  a r o u n d  a n  i m p l a n t ,  t h e r e  a r e  t h r e e  i m p o r t a n t  f a c t o r s .  F i r s t ,  t h e  
i n i t i a l  b i o l o g i c a l  c o m p o n e n t s  t h a t  i n t e r a c t  w i t h  t h e  i m p l a n t  m a t e r i a l  s h o u l d  b e  p r o t e i n s ,  a n d  
o t h e r  m a c r o m o l e c u l e s ,  r a t h e r  t h a n  c e l l s .  T h e  c e l l s  w i l l  t h e n  i n t e r a c t  w i t h  t h e  p r o t e i n  l a y e r  
r a t h e r  t h a n  t h e  m a t e r i a l  s u r f a c e ,  e . g .  t i t a n i u m  i m p l a n t s  h a v e  b e e n  t h o u g h t  t o  p r o m o t e  t h e  
d e g r a d a t i o n  o f  h y a l u r o n a n  m e s h w o r k  f o r m e d  d u r i n g  h e a l i n g  a n d  t h e r e b y  p r o m o t e  e n d o s s e o u s  
i n t e g r a t i o n  [ 5 6 ] .  S e c o n d ,  t h e  r e l e a s e  o f  c y t o k i n e s  a n d  g r o w t h  f a c t o r s  f r o m  t h e  d e g r a n u l a t i n g  
p l a t e l e t s  i n  t h e  b l o o d  c l o t  h a s  a  s t i m u l a t i n g  e f f e c t  o n  f r a c t u r e  r e g e n e r a t i o n .  P l a t e l e t - d e r i v e d  
g r o w t h  f a c t o r  ( P D O F )  h a s  b e e n  s h o w n  t o  a i d  i n  c e l l  d i v i s i o n  o f  f i b r o b l a s t s  a n d  b o n e  c e l l s ,  
a n d  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r  b e t a  ( T O F  - 1 3 )  h a s  b e e n  s h o w n  t o  p r o m o t e  c o l l a g e n  I  
f o r m a t i o n  i n  b o n e  c e l l s  [ 5 7 ] .  T h i r d ,  s o m e  r e p o r t s  h a v e  r e v e a l e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  
i m p l a n t  m a t e r i a l  m a y  h a v e  s i g n i f i c a n t  e f f e c t s  o n  e a r l y  b l o o d  c e l l  r e a c t i o n s .  K a n a g a r a j a  e t  a l .  
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[ 5 8 ] ,  N y g r e n  e t  a l .  [ 5 9 ] ,  a n d  H o n g  e t  a l .  [ 6 0 ]  h a v e  p r o v e n  t h a t  s u b s t r a t e  t o p o g r a p h y  
i n f l u e n c e s  t h e  n u m b e r ,  a n d  d e g r e e  o f  a c t i v a t i o n  o f  p l a t e l e t s .  T h e s e  e a r l y  e v e n t s  i n  h e a l i n g  
p r o v i d e  h e m o s t a s i s  w i t h i n  t h e  b o n e  t i s s u e  r e g i o n .  
A s  p a r t  o f  t h e  e a r l y  h e a l i n g  p r o c e s s  t h e r e  i s  a  f o r m a t i o n  o f  g r a n u l a t i o n  t i s s u e .  G r a n u l a t i o n  
t i s s u e  i s  s o  n a m e d  d u e  t o  i t s  g r a n u l a r  a p p e a r a n c e  g i v e n  b y  t h e  a b u n d a n c e  o f  b l o o d  v e s s e l s ,  
w h i c h  a c c o u n t  f o r  u p  t o  6 0 %  o f  i t s  t i s s u e  m a s s .  T h e  i n i t i a l  h e m a t o m a  i s  c l e a r e d  a n d  r e p l a c e d  
b y  a  f i b r o u s  v a s c u l a r  t i s s u e ,  w h i c h  u n d e r g o e s  n e o v a s c u l a r i s a t i o n  ( n e w  b l o o d  v e s s e l s  a r e  
f o r m e d  i n  s i t e s  w h e r e  c i r c u l a t i o n  w a s  i m p a i r e d  b y  t r a u m a ,  s u c h  a s  i n  i m p l a n t  i n s e r t i o n )  
b e f o r e  w o v e n  b o n e  i s  f o r m e d .  
F o l l o w i n g  g r a n u l a t i o n  t i s s u e  b e i n g  e s t a b l i s h e d ,  o s t e o c o n d u c t i o n  t a k e s  p l a c e .  T h e  b o n e  
c h a m b e r  i s  i n v a d e d  b y  a  p o p u l a t i o n  o f  m i g r a t o r y  o s t e o g e n i c  c e l l s .  O n c e  t h e s e  c e l l s  i n i t i a t e  
t h e  f o r m a t i o n  o f  b o n e  m a t r i x ,  t h e y  s t o p  m i g r a t i n g .  I n  a r e a s  a b s e n t  o f  t h e  i m p l a n t ,  a l o n g  
t r a u m a t i s e d  b o n e ,  a  l a y e r  o f  o s t e o b l a s t s  w i l l  e n v e l o p e  t h e  s u r f a c e  a n d  s e c r e t e  b o n e  m a t r i x  
c r e a t i n g  a  s u r f a c e  o f  b o n y  s p i c u l e s .  A  v a n g u a r d  o f  m i g r a t o r y  o s t e o b l a s t s  w o u l d  r e a c h  t h e  
i m p l a n t  s u r f a c e  a n d  l a y  d o w n  a  s e p a r a t e  b o n e  m a t r i x  w h i c h  w i l l  g r o w  a n d  e v e n t u a l l y  p r o v i d e  
c o n t i n u i t y  w i t h  t h e  p r e v i o u s l y  f o r m e d  b o n y  s p i c u l e  [ 6 1  J .  
C o n c u r r e n t l y  w i t h  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  a  b o n e  m a t r i x ,  t h e  p r o c e s s  o f  w o u n d  c o n t r a c t i o n  
w o u l d  b e g i n .  T h i s  i n v o l v e s  t h e  c e n t r i p e t a l  m o v e m e n t  o f  w o u n d  e d g e s  t h a t  a c c e l e r a t e s  c l o s u r e  
o f  a  w o u n d  d e f e c t .  I t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  m i g r a t i o n  o f  s t r o m a l  c e l l s  w i t h  o s t e o g e n i c  p o t e n t i a l  
e x e r t s  t r a c t i o n  o n  t h e  e a r l y  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x .  T h e  g e n e r a t i o n  o f  c o n t r a c t i l e  f o r c e  w i t h i n  t h e  
e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  c a n  b e  e x p l a i n e d  b y  a  c o n t i n u o u s  o p p o s i t i o n  o f  r e a r w a r d - d i r e c t e d  f o r c e s  
i n  t h e  v e n t r a l  a r e a  a n d  f o r w a r d - d i r e c t e d  f o r c e s  i n  t h e  d o r s a l  a r e a  o f  m i g r a t o r y  c e l l s  t h a t  a r e  
t r a n s f e r r e d  t o  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  b y  a d h e s i v e  c o n t a c t s .  T h e  t r a c t i o n  f o r c e  e x e r t e d  b y  
t h e s e  m i g r a t o r y  c e l l s  c a u s e s  l o c a l  r e o r g a n i z a t i o n  a n d  d e f o r m a t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i c e s  
r e s u l t i n g  i n  w o u n d  c o n t r a c t i o n  [ 6 1 ] .  
I n  p e r i - i m p l a n t  h e a l i n g ,  t h e  f o r c e s  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n t r a c t i o n  o f  g r a n u l a t i o n  t i s s u e  a n d  
r e t r a c t i o n  o f  t h e  f i b r i n  c l o t  a r e  b o t h  t r a n s m i t t e d  t o  t h e  i m p l a n t  s u r f a c e  a n d  m a y  r e s u l t  i n  t h e  
d e t a c h m e n t  o f  f i b r i n  m a t r i x  o r  h e a l i n g  t i s s u e  f r o m  t h e  i m p l a n t .  I t  i s  e s s e n t i a l  f o r  t h e  f i b r i n  
m a t r i x  c o n n e c t i o n  t o  r e m a i n  b e t w e e n  b o n e  t i s s u e  a n d  t h e  i m p l a n t  s u r f a c e  a s  t h e  o s t e o g e n i c  
p o p u l a t i o n  w i l l  m i g r a t e  t h r o u g h  t h i s  m a t r i x  a n d  p r o v i d e  t h e  a l l  i m p o r t a n t  f i x a t i o n  b e t w e e n  
i m p l a n t  a n d  b o n e .  I t  i s  p l a u s i b l e  t h a t  d i f f e r e n t i a t i n g  o s t e o g e n i c  c e l l s  m a y  p r o d u c e  t r a c t i o n a l  
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f o r c e s  w h e n  m i g r a t i n g  i n t o  a  f i b r i n  c l o t .  I t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  a c c u m u l a t i v e  c o n t r a c t i l e  f o r c e s  
w o u l d  b e  t r a n s m i t t e d  t o  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  i m p l a n t  t o  w h i c h  t h e  c l o t  i s  a n c h o r e d .  I f  t h e  
c o n t r a c t i l e  f o r c e  e x c e e d s  t h e  a d h e s i v e  f o r c e ,  t h e  c l o t  m a y  d e t a c h  f r o m  t h e  i m p l a n t .  S u c h  a n  
e v e n t  m a y  i m p a i r  t h e  h e a l i n g  p r o c e s s  [ 6 2 ]  a s  t h e  o s t e o g e n i c  c e l l s  w o u l d  n o t  h a v e  t h e  
t r a n s p o r t  n e t w o r k  n e c e s s a r y  t o  m a k e  t h e  c o n n e c t i o n  b e t w e e n  b o n e  a n d  i m p l a n t .  D z i e d z i c  e t  
a l .  [ 6 3 ,  6 4 ]  h a v e  u s e d  t h i s  a r g u m e n t  t o  e x p l a i n  d i f f e r e n c e s  i n  b o n e  h e a l i n g  t o  s u r f a c e s  o f  
d i f f e r i n g  t o p o g r a p h i e s .  I m p l a n t  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  h a s  b e e n  f o u n d  t o  c h a n g e  t h e  m e c h a n i s m  
o f  b o n e  f o r m a t i o n  a r o u n d  t i t a n i u m  i m p l a n t s  [ 6 5 ,  6 6 ] .  S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  s u r f a c e  
t o p o g r a p h y  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  b o n e - i m p l a n t  i n t e g r a t i o n  [ 6 7 - 7 0 ] .  
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1 2 . 2 .  B I O M A T E R I A L S  
B i o m a t e r i a l s  a r e  u s e d  t o  m a k e  d e v i c e s  t h a t  r e p l a c e  a  p a r t  o r  a  f u n c t i o n  o f  t h e  b o d y  i n  a  s a f e ,  
r e l i a b l e ,  e c o n o m i c ,  a n d  p h y s i o l o g i c a l l y  a c c e p t a b l e  m a n n e r  [ 7 1 ) .  H o w  s u c c e s s f u l  a  
b i o m a t e r i a l  i s  i n  v i v o  w i l l  b e  d e p e n d e n t  g r e a t l y  o n  i t s  m a t e r i a l  p r o p e r t i e s  ( s t r e n g t h ,  s t i f f u e s s ,  
a n d  f a t i g u e  p r o p e r t i e s ) ,  d e s i g n ,  s u r f a c e  t o p o g r a p h y ,  s u r f a c e  c h e m i s t r y  a n d  b i o c o m p a t i b i l i t y .  
B i o c o m p a t i b i l i t y  o f  t h e  m a t e r i a l  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  f a c t o r s .  B i o c o m p a t i b i l i t y  
i n v o l v e s  t h e  a c c e p t a n c e  o f  a n  a r t i f i c i a l  i m p l a n t  b y  t h e  s u r r o u n d i n g  t i s s u e s  a n d  t h e  b o d y  a s  a  
w h o l e .  I n  o r d e r  f o r  a  m a t e r i a l  t o  b e  c o n s i d e r e d  b i o c o m p a t i b l e ,  i t  s h o u l d  n o t :  
•  
I r r i t a t e  t h e  s u r r o u n d i n g  s t r u c t u r e s ,  
•  
P r o v o k e  a n  a b n o r m a l  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e ,  
•  
I n c i t e  a l l e r g i c  o r  i m m u n o l o g i c  r e a c t i o n s ,  
•  
O r  b e  c a n c e r  c a u s i n g .  
A s  t h e  f i e l d  o f  b i o m a t e r i a l s  g r e w ,  t h e  d e f i n i t i o n  o f  b i o c o m p a t i b i l i t y  w a s  e x t e n d e d  t o  
d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  s u r f a c e  a n d  s t r u c t u r a l  b i o c o m p a t i b i l i t y  [ 7 2 ] .  S u r f a c e  c o m p a t i b i l i t y  m e a n s  
t h e  c h e m i c a l ,  b i o l o g i c a l  a n d  p h y s i c a l  a p p r o p r i a t e n e s s  o f  a n  i m p l a n t  s u r f a c e  t o  t h e  h o s t  t i s s u e s  
[ 7 2 ) .  S t r u c t u r a l  c o m p a t i b i l i t y  i s  t h e  o p t i m a l  a d a p t a t i o n  t o  t h e  m e c h a n i c a l  b e h a v i o u r  o f  t h e  
h o s t  t i s s u e s  [ 7 2 ) .  T a b l e  I  s h o w s  t h e  i m p o r t a n t  f a c t o r s  i n  s e l e c t i n g  m a t e r i a l s  f o r  b i o m e d i c a l  
a p p l i c a t i o n s .  
T h e  f i e l d  o f  b i o m a t e r i a l s  a n d  b i o m e d i c a l  d e v i c e s  h a s  g r o w n  e x p o n e n t i a l l y  d u e  t o  t h e  
i n c r e a s i n g  l i f e  e x p e c t a n c y  a n d  t h e  l e v e l  o f  a c t i v i t y  o f  t h e  w o r l d ' s  p o p u l a t i o n .  D e g r a d a t i o n  o f  
b o n e  j o i n t s  a n d  w e a r  b e c o m e  a  g r e a t e r  i s s u e  w i t h  a g e .  O r t h o p a e d i c  i m p l a n t s ,  e . g .  t h r o u g h  
t o t a l  h i p  a n d  k n e e  j o i n t  r e p l a c e m e n t s ,  h a v e  p r o v i d e d  r e l i e f  t o  m a n y ,  e n a b l i n g  t h e m  t o  
m a i n t a i n  s i m i l a r  l e v e l s  o f  m o b i l i t y  a s  t h e y  h a d  w i t h  t h e i r  o r i g i n a l  j o i n t s .  M a n y  o f  t h e  c u r r e n t  
i m p l a n t s  h a v e  a  m a x i m u m  l i f e  e x p e c t a n c y  o f  o n l y  a b o u t  I S  y e a r s  b e f o r e  r e v i s i o n  s u r g e r i e s  
a r e  r e q u i r e d ,  w h i c h  i s  n o t  s a t i s f a c t o r y  f o r  p a t i e n t s  w h o  o n l y  s e e m  t o  b e  g e t t i n g  y o u n g e r .  
T h e s e  i m p l a n t  f a i l u r e s  a r e  t y p i c a l l y  d u e  t o  p o o r  m a t e r i a l  s e l e c t i o n  a n d  p r e p a r a t i o n .  T h i s  t h e s i s  
h a s  c o n c e n t r a t e d  o n  o n e  o f  t h e  m o s t  s u c c e s s f u l  b i o m a t e r i a l s ,  t i t a n i u m  ( T i )  a n d  i t s  t h r e e  o x i d e  
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I  
,  
p h a s e s  ( a n a t a s e ,  r u t i l e  a n d  a m o r p h o u s ) ,  a n d  a  n e w  c e r a m i c - b a s e d  c o a t i n g ,  d i a m o n d - l i k e  
c a r b o n  ( D L C ) .  M u c h  o f  t h e  f o l l o w i n g  d i s c u s s i o n s  o n  b i o m a t e r i a l s  w i l l  c o n s i d e r  t h e i r  
a p p l i c a t i o n  i n  k n e e  a n d  h i p  r e p l a c e m e n t  i m p l a n t s .  
F A C T O R S  D E S C R I P T I O N  
C H E M I C A L /  P H Y S I C A L  M E C H A N I C A L !  
B I O L O G I C A L  C H A R A C T E R l S T I C S  S T R U C T U R A L  
C H A R A C T E R l S T I C S  C H A R A C T E R l S T I C S  
- c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  - d e n s i t y  - e l a s t i c  m o d u l u s  
1
S T  
L E V E L  
( b u l k  a n d  s u r f a c e )  - s h e a r  m o d u l u s  
- P o i s s o n ' s  r a t i o  
M A T E R J A L  
P R O P E R T I E S  
- y i e l d  s t r e n g t h  
- t e n s i l e  s t r e n g t h  
- c o m p r e s s i v e  s t r e n g t h  
2 N D  L E V E L  
- a d h e s i o n  - s u r f a c e  t o p o l o g y  - h a r d n e s s  
M A T E R J A L  - t e x t u r e  - f l e x u r a l  m o d u l u s  
P R O P E R T I E S  - r o u g h n e s s  - f l e x u r a l  s t r e n g t h  
- b i o f u n e t i o n a l i t y  - f o n n  &  g e o m e t r y  - s t i f f n e s s  o r  r i g i d i t y  
- b i o i n e r t  - c o e f f i c i e n t  o f  - f r a c t u r e  t o u g h n e s s  
- b i o a e t i v e  t h e r m a l  
- f a t i g u e  s t r e n g t h  
- b i o s t a b i l i t y  
•  
- c r e e p  r e s i s t a n c e  
S P E C I F I C  
e x p a n s I O n  
- b i o d e g r a d a t i o n  - e l e c t r i c a l  
- t T i e t i o n  a n d  w e a r  
F U N C T I O N A L  
b e h a v i o u r  c o n d u c t i v i t y  r e s i s t a n c e  
R E Q U I R E M E N T S  
- c o l o u r ,  a e s t h e t i c s  
- a d h e s i o n  s t r e n g t h  
- r e f r a c t i v e  i n d e x  
- i m p a c t  s t r e n g t h  
- o p a c i t y  o r  - p r o o f  s t r e s s  
t r a n s l u c e n c y  - a b r a s i o n  r e s i s t a n c e  
P R O C E S S I N G  &  - r e p r o d u c i b i l i t y ,  q u a l i t y ,  s t e r i l i z a b i l i t y ,  p a c k a g i n g ,  s e c o n d a r y  p r o c e s s i b i l i t y  
F A B R J C A T J O N  
C h a r a c t e r i s t i c s  o f  h o s t :  t i s s u e ,  o r g a n ,  s p e c i e s ,  a g e ,  s e x ,  r a c e ,  h e a l t h  c o n d i t i o n ,  a c t i v i t y ,  s y s t e m i c  
r e s p o n s e  
M e d i c a l / s u r g i c a l  p r o c e d u r e ,  p e r i o d  o f  a p p l i c a t i o n / u s a g e  
C o s t  
T a b l e  I :  F a c t o r s  o f  i m p o r t a n c e  i n  m a t e r i a l  s e l e c t i o n  f o r  b i o m e d i c a l a p p J i c a t i o n s  1 7 3 1 .  
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2 . 2 . 1 .  O V E R V I E W  O F  B I O M A T E R I A L S  
T h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n  w i l l  b r i e f l y  d i s c u s s  t h e  m a i n  c l a s s e s  o f  b i o m a t e r i a l s  a n d  t h e i r  s u c c e s s  
i n  t h e  f i e l d .  
2 . 2 . 1 . 1 .  P O L Y M E R S  
T h e  a d v a n t a g e  o f  a  p o l y m e r  i s  i t s  l o w  c o s t  a n d  a b i l i t y  t o  b e  p r o c e s s e d  t o  a c c o m m o d a t e  a  w i d e  
v a r i e t y  o f  c o m p o s i t i o n s ,  p r o p e r t i e s  a n d  f O l l n s ,  a n d  c a n  b e  f a b r i c a t e d  r e a d i l y  i n t o  c o m p l e x  
s h a p e s  a n d  s t r u c t u r e s .  H o w e v e r ,  f o r  l o a d  b e a r i n g  a p p l i c a t i o n s  s u c h  a s  a n  o r t h o p a e d i c  i m p l a n t ,  
t h e y  t e n d  t o  b e  t o o  f l e x i b l e  a n d  w e a k  t o  m e e t  t h e  m e c h a n i c a l  d e m a n d s  o f  i t s  a p p l i c a t i o n .  A l s o  
t h e y  m a y  a b s o r b  l i q u i d s  a n d  s w e l l ,  a n d  l e a c h  u n d e s i r a b l e  p r o d u c t s ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  
a p p l i c a t i o n  a n d  u s a g e .  T h e s e  m a t e r i a l s  a r e  a l s o  g r e a t l y  a f f e c t e d  b y  t h e  s t e r i l i z a t i o n  p r o c e s s .  
F o r  o r t h o p a e d i c  a p p l  i c a t i o n s  s u c h  a s  f i x a t i o n  d e v i c e s  a n d  a l s o  i n  t o t a l  h i p  r e p l a c e m e n t s  
( T H R ) ,  p o l y m e r s  o f  v e r y  h i g h  s t r e n g t h  a n d  s t i f f n e s s  a r e  u t i l i s e d .  T h e  m o s t  c o m m o n  p o l y m e r s  
u s e d  i n c l u d e :  a c r y l i c ,  n y l o n ,  s i l i c o n e ,  p o l y u r e t h a n e ,  u l t r a  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  p o l y e t h y l e n e  
( U H M W P E ) ,  a n d  p o l y p r o p y l e n e  ( P P )  ( 7 4 ) .  I n  t b e  I  9 6 0 s  p o l y t e t r a f l u o r o e t h y l e n e  ( P T F E )  w a s  
m a t e d  w i t h  a  m e t a l  a n d  u s e d  i n  h i p  j o i n t  r e p l a c e m e n t s .  P o o r  w e a r a b i l i t y  a n d  d i s t o r t i o n  i n  
t h e s e  c o m p o n e n t s  p r e v e n t e d  f u r t h e r  u s e  o f  P T F E .  U H M W P E  w a s  u s e d  i n  h i p  a n d  k n e e  
i m p l a n t s  h o w e v e r  d e b r i s  c r e a t e d  b y  w e a r  o f  t h i s  m a t e r i a l  h a s  c a u s e d  p r o h l e m s  w i t h i n  t h e  
b o d y  ( 7 5 ) .  T h e  a b i l i t y  o f  p o l y m e r s  t o  a c t  a s  s h o c k  a b s o r b e r s  l e d  t o  i t s  u s e  a s  a c e t a b u l a r  c u p s  
i n  h i p  j o i n t s  a n d  a s  t i b i a l  p l a t e s  i n  k n e e  j o i n t  r e p l a c e m e n t s .  H o w e v e r ,  i t s  s o m e w h a t  p o o r  w e a r  
p r o p e r t i e s  w h e n  a r t i c u l a t i n g  w i t h  m e t a l  s u r f a c e s  p o s e d  a  p r o b l e m .  C u r r e n t  r e s e a r c h  w i t h  
p o l y m e r s  h a s  b e e n  w i t h  b i o d e g r a d a b l e  p o l y m e r s  f o r  t i s s u e  e n g i n e e r i n g  a p p l i c a t i o n s .  
2 . 2 . 1 . 2 .  C E R A M I C S  
C e r a m i c s  a r e  k n o w n  f o r  t h e i r  g o o d  c o m p a t i b i l i t y ,  c o r r o s i o n  r e s i s t a n c e ,  a n d  h i g h  c o m p r e s s i o n  
r e s i s t a n c e .  C o n v e n t i o n a l  c e r a m i c s  s u c h  a s  a l u m i n a  w e r e  e v a l u a t e d  d u e  t o  i t s  e x c e l l e n t  
p r o p e r t i e s  o f  h i g h  s t r e n g t h ,  g o o d  b i o c o m p a t i b i l i t y  a n d  s t a b i l i t y  i n  p h y s i o l o g i c a l  e n v i r o n m e n t s  
( 7 6 ) .  D u e  t o  l a c k  o f  c h e m i c a l  b o n d i n g  b e t w e e n  s i n t e r e d  a l u m i n a  a n d  t i s s u e ,  i t s  a p p l i c a t i o n s  a s  
a  b o n e  s u b s t i t u t e  a r e  l i m i t e d .  A l u m i n a ,  b e c a u s e  o f  i t s  a b i l i t y  t o  b e  p o l i s h e d  t o  a  h i g h  s u r f a c e  
f i n i s h  a n d  i t s  e x c e l l e n t  w e a r  r e s i s t a n c e ,  i s  o f t e n  u s e d  f o r  w e a r  s u r f a c e s  i n  j o i n t  p r o s t h e s e s ;  a s  
f e m o r a l  h e a d s  f o r  h i p  r e p l a c e m e n t s  a n d  w e a r  p l a t e s  i n  k n e e  r e p l a c e m e n t s .  T h e  d i s a d v a n t a g e s  
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o f  c e r a m i c s  i n c l u d e  t h e  b r i t t l e n e s s ,  l o w  f r a c t u r e  s t r e n g t h ,  d i f f i c u l t y  i n  f a b r i c a t i o n ,  l o w  
m e c h a n i c a l  r e l i a b i l i t y  a n d  l a c k  o f  r e s i l i e n c e  [ 7 5 ] .  
C a l c i u m  p h o s p h a t e  c e r a m i c s  h a v e  b e e n  u s e d  i n  p o w d e r  f O l l n  a s  b o n e  d e f e c t  f i l l e r s  a n d  a s  
p o r o u s  f O l l l l S  w i t b  1 0 0 - 3 0 0  J . l m  p o r e s  t h a t  a l l o w  b o n e  t o  g r o w  i n t o  t h e  i m p l a n t ,  p r o m o t i n g  
m e c h a n i c a l  f i x a t i o n  w i t h  t b e  n a t u r a l  b o n e  [ 7 5 ] .  
C e r a m i c s  h a v e  s e e n  a  g r e a t e r  d e g r e e  o f  s u c c e s s  a s  c o a t i n g  m a t e r i a l s .  T h e  b i o a c t i v e  n a t u r e  o f  
c a l c i u m  p h o s p b a t e  c o a t i n g s  h a s  s b o w n  g o o d  b i o c o m p a t i b l e  a n d  o s t e o c o n d u c t i v e [ 7 7 ]  
p r o p e r t i e s  [ 7 S ] .  A l s o  a  r e l a t i v e l y  n e w  c e r a m i c  c o a t i n g ,  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n  ( D L C )  h a s  
a t t r a c t e d  a  l o t  o f  r e s e a r c h  d u e  t o  i t s  h i g h  h a r d n e s s  a n d  g o o d  w e a r  r e s i s t a n c e .  T h e  r o l e  a n d  
p r o p e r t i e s  o f  D L C  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  m o r e  d e t a i l  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n s .  
2 . 2 . 1 . 3 .  M E T A L  
M e t a l s  h a v e  b e e n  t h e  p r i m a r y  m a t e r i a l s  u s e d  i n  t h e  p a s t  f o r  j o i n t  r e p l a c e m e n t s  d u e  t o  t h e i r  
h i g h  s t r e n g t h ,  d u c t i l i t y ,  a n d  r e s i s t a n c e  t o  w e a r .  T h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  m e t a l l i c  
b i o m a t e r i a l s  h a v e  b e e n  c o b a l t - c h r o m i u m  ( C o C r ) ,  s t a i n l e s s  s t e e l ,  a s  w e l l  a s  t i t a n i u m  a n d  i t s  
a l l o y s .  S t a i n l e s s  s t e e l  w a s  i n i t i a l l y  u s e d  f o r  l o n g - t e l l l l  i m p l a n t a t i o n  w i t h i n  t h e  b o d y ,  h o w e v e r  
i t s  l o w  c o r r o s i o n  r e s i s t a n c e  h a s  s e e n  i t  l i m i t e d  t o  t e m p o r a r y  s h o r t - t e l l n  u s e  e . g .  b o n e  f r a c t u r e  
f i x a t i o n .  C o b a l t - c h r o m i u m  h a s  a n d  s t i l l  i s  a  m o r e  t h a n  a c c e p t a b l e  i m p l a n t  m a t e r i a l  h o w e v e r  
i n  r e c e n t  t i m e s  i t  h a s  b e e n  r e p l a c e d  b y  t i t a n i u m  d u e  t o  i t s  s u p e r i o r  m e c h a n i c a l  p r o p e r t i e s .  
T i t a n i u m  i s  a  m o r e  c o r r o s i o n  r e s i s t a n t  m e t a l  a n d  c a u s e s  l e s s  s t r e s s  s h i e l d i n g  w h e n  i m p l a n t e d  
i n  b o n e .  T h e  h i g h e r  s t i f f n e s s  o f  m e t a l l i c  c o m p o n e n t s  a s  c o m p a r e d  t o  b o n e  c a u s e s  s t r e s s  
s h i e l d i n g .  S t r e s s  i n  b o n e  h e l p s  i t  t o  r e g e n e r a t e ;  t h e  m u c h  s t i f f e r  i m p l a n t  p r e v e n t s  l o a d i n g  o n  
b o n e ,  r e s u l t i n g  i n  b o n e  a t r o p h y .  T h e  d e g r e e  o f  s t r e s s  s h i e l d i n g  i s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  t h e  
d i f f e r e n c e  i n  s t i f f u e s s  o f  b o n e  a n d  i m p l a n t  m a t e r i a l  [ 7 9 ,  S O ] .  T i t a n i u m  d i s p l a y s  a  l o w e r  
s t i f f n e s s  c o m p a r e d  t o  s t a i n l e s s  s t e e l  a n d  C o C r ,  h e n c e  p e r f o r m i n g  b e t t e r  i n  s t r e s s  s h i e l d i n g .  
T i t a n i u m  a l s o  s h o w s  a  p h e n o m e n o n  k n o w n  a s  o s s e o i n t e g r a t i o n ,  w h e r e  b o n e  g r o w s  s o  c l o s e  t o  
t h e  s u r f a c e  o f  t h e  i m p l a n t  t h a t  t h e  t i t a n i u m  i s  v i r t u a l l y  i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  b o n e  e l i m i n a t i n g  
t h e  f i b r o u s  l a y e r  t h a t  w o u l d  n O l l n a l l y  f O l l n  o n  m e t a l  s u r f a c e s .  D e s p i t e  t h i s  p h e n o m e n o n ,  
t i t a n i u m  d o e s  n o t  b o n d  d i r e c t l y  t o  b o n e  a n d  t h i s  s o m e t i m e s  r e s u l t s  i n  l o o s e n i n g  o f  t h e  
i m p l a n t .  U n d e s i r a b l e  m o v e m e n t  a t  t h e  i m p l a n t - t i s s u e  i n t e r f a c e  c a u s e s  f a i l u r e  c r a c k s  o f  t h e  
i m p l a n t  [ S I ] .  I n  a n  a t t e m p t  t o  i m p r o v e  t h e  l i f e t i m e  o f  t i t a n i u m  b a s e d  i m p l a n t s ,  b i o a c t i v e  
c o a t i n g s  s u c h  a s  h y d r o x y a p a t i t e  w e r e  i n t r o d u c e d .  T h i s  h a s  b e e n  s u c c e s s f u l ;  h o w e v e r  t h e  
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p l a s m a  s p r a y  c o a t i n g  o f  h y d r o x y a p a t i t e  i s  a n  e x p e n s i v e  p r o c e s s .  I t  i s  t h i s  p r o b l e m  o f  f i x a t i o n  
a n d  a n  a t t e m p t  t o  p r o v i d e  a  m o r e  e c o n o m i c a l  a l t e r n a t i v e  t o  h y d r o x y a p a t i t e  c o a t i n g s  t h a t  h a s  
l e d  t o  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f r o u g b e n e d  o r  e n g i n e e r e d  t i t a n i u m  s u r f a c e s ,  w h i c h  w i l l  b e  d i s c u s s e d  
f u r t h e r  i n  P a r t  2 . 3  C e l l - M a t e r i a l  I n t e r a c t i o n .  
2 . 2 . 2 .  T I T A N I U M  
L i t e r a t u r e  o n  t b e  b i o l o g i c a l  r e a c t i o n  t o  t i t a n i u m ,  i n  v i v o  a n d  i n  v i t r o  i s  e x t e n s i v e  
c o n c e n t r a t i n g  m a i n l y  o n  i t s  c o r r o s i o n  p r o p e r t i e s  a n d  b i o i n e r t n e s s ,  i n t e r a c t i o n  w i t h  c e l l s  a n d  
p r o t e i n s ,  s u r f a c e  m o d i f i c a t i o n ,  a n d  h e a l i n g  i n  b o n e .  W i t h i n  t h i s  s e c t i o n  w e  w i l l  c o n c e n t r a t e  
m a i n l y  o n  t h e  m e c h a n i c a l  a n d  c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t i t a n i u m  a n d  i t s  b e h a v i o u r  w i t h i n  t h e  
b o d y .  A l s o  d i s c u s s e d  i s  t h e  b i o c o m p a t i b i l i t y  o f  t h e  m a t e r i a l  a n d  i t s  c u r r e n t  a p p l i c a t i o n s  i n  
i n d u s t r y .  
2 . 2 . 2 . 1 .  M E C H A N I C A L  P R O P E R T I E S  
T i t a n i u m  i s  r e c o g n i z e d  f o r  i t s  h i g h  s t r e n g t h - t o - w e i g h t  r a t i o  [ 8 2 ] .  [ t  i s  a  l i g h t ,  s t r o n g  m e t a l  
w i t h  l o w  d e n s i t y  t h a t ,  w h e n  p u r e ,  i s  q u i t e  d u c t i l e  ( e s p e c i a l l y  i n  a n  o x y g e n - f r e e  e n v i r o n m e n t ) .  
C o m m e r c i a l  ( 9 9 . 2 %  p u r e )  g r a d e s  o f  t i t a n i u m  h a v e  u l t i m a t e  t e n s i l e  s t r e n g t h s  o f  a b o u t  
4 3 6 M P a ,  e q u a l  t o  t h a t  o f  s t e e l  a l l o y s ,  b u t  a r e  4 5 %  l i g h t e r  [ 8 3 ] .  T i t a n i u m  i s  6 0 %  h e a v i e r  t h a n  
t h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  a l u m i n i u m  ( 6 0 6 1 - T 6  a l u m i n i u m  a l l o y ) ,  b u t  m o r e  t h a n  t w i c e  a s  
s t r o n g  [ 8 3 ] .  
T h e r e  a r e  f o u r  g r a d e s  o f  u n a l l o y e d  c o m m e r c i a l l y  p u r e  t i t a n i u m  ( c p T i )  f o r  s u r g i c a l  i m p l a n t  
a p p l i c a t i o n s  ( r e f e r  T a b l e  2 ) .  T a b l e  2  d i s p l a y s  t h e  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n t  g r a d e s  
o f  c p T i .  T h e  v a r i o u s  g r a d e s  o f  c p T i  a r e  d i f f e r e n t i a t e d  b y  t h e  l e v e l  o f  o x y g e n  p r e s e n t .  A s  c a n  
b e  s e e n  f r o m  T a b l e  3 ,  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  o f  o x y g e n  p r e s e n t  c o r r e s p o n d s  w i t h  a n  i n c r e a s e  
i n  y i e l d  a n d  t e n s i l e  s t r e n g t h  [ 8 4 ] .  
T h e  m o d u l u s  o f  e l a s t i c i t y  o f  t h e s e  m a t e r i a l s  i s  a b o u t  1 1 0  O P a .  T h e  s t r e n g t h  o f  t h e  u n a l l o y e d  
c p T i  v a r i e s  f r o m  a  v a l u e  m u c h  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  3 1 6  s t a i n l e s s  s t e e l  o r  t h e  C o C r  a l l o y s  t o  a  
v a l u e  a b o u t  e q u a l  t o  t h a t  o f  a n n e a l e d  3  I  6  s t a i n l e s s  s t e e l  o r  t h e  c a s t  C o C r M o  a l l o y .  T i t a n i u m ,  
d e s p i t e  a l l  i t s  i d e a l  p r o p e r t i e s  f o r  b i o m e d i c a l  a p p l i c a t i o n s ,  p e r f O l  m s  p o o r l y  i n  s h e a r  s t r e n g t h ,  
m a k i n g  i t  u n f a v o u r a b l e  f o r  b o n e  s c r e w s ,  p l a t e s ,  a n d  s i m i l a r  a p p l i c a t i o n s .  I t  a l s o  t e n d s  t o  g a l l  
o r  s e i z e  w h e n  i n  s l i d i n g  c o n t a c t  w i t h  i t s e l f  o r  a n o t h e r  m e t a l  [ 8 4 ] .  
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E L E M E N T  G R A D E  1  G R A D E  2  G R A D E  3  G R A D E  4  
N I T R O G E N  
0 . 0 3  0 . 0 3  0 . 0 5  0 . 0 5  
C A R B O N  
0 . 1 0  
0 . 1 0  0 . 1 0  0 . 1 0  
H Y D R O G E N  
0 . 0 1 5  
0 . 0 1 5  0 . 0 1 5  0 . 0 1 5  
I R O N  0 . 2 0  0 . 3 0  0 . 3 0  
0 . 5 0  
O X Y G E N  0 . 1 8  0 . 2 5  0 . 3 5  0 . 4 0  
T I T A N I U M  B a l a n c e  
T a b l e  2 :  C h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  o f  c p T i  I A m e r i c a n  S o c i e t y  f o r  T e s t i n g  a n d  M a t e r i a l s ,  F 6 7 - 8 9 ,  p 3 9 1 .  
T E N S I L E  S T R E N G T H  ( M P a )  
2 4 0  3 4 5  4 5 0  5 5 0  
Y I E L D  S T R E N G T H  ( M P a )  1 7 0  
2 7 5  3 8 0  4 8 5  
( % )  2 4  
1  
R E D U C T I O N  A R E A  ( % )  
3 0  3 0  3 0  2 5  
a n d  
T a b l e  4  d i s p l a y s  h a r d n e s s  v a l u e s  f o r  a  f e w  c o m m o n  b i o m a t e r i a l  m e t a l s ,  a n d  c e r a m i c s .  
T i t a n i u m  h a s  h a r d n e s s  c o m p a r a b l e  t o  s t a i n l e s s  s t e e l  a t  a b o u t  2 1 0  H V  i n  t h e  V i c k e r s  h a r d n e s s  
s c a l e .  T h e  o x i d e  p h a s e s  o f  t i t a n i u m  a l s o  d i s p l a y  a  s i m i l a r  h a r d n e s s  v a l u e ,  w h i l e  D L C  d i s p l a y  
a  m o r e  t b a n  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  t o  a  v a l u e  s i m i l a r  t o  d i a m o n d .  
M A T E R I A L  
H A R D N E S S  ( H V .  k g l m m ' )  
C P  T I T A N I U M  
2 1 0  
T I T A N I U M  O X I D E  ( a n a t a s e .  r u t i l e )  1 9 0 - 2 1 0  
C O B A L T - C H R O M I U M  A L L O Y  
3 5 0  
3 1 S L  S T A I N L E S S  S T E E L  2 2 5  
A L U M I N A  
1 2 0 0  
D I A M O N D - L I K E  C A R B O N  1 2 0 0 - 5 0 0 0  
T a b l e  4 :  H a r d n e s s  o f  c o m m o n  b i o m a t e r i a l s  ( V i c k e r s  H a r d n e s s  s c a l e )  1 8 5 , 8 6 1 .  
2 . 2 . 2 . 2 .  C H E M I C A L  P R O P E R T I E S  
T i t a n i u m  i s  a n  a l l o t r o p i c  e l e m e n t ,  m e a n i n g  i t  c a n  e x i s t  i n  m o r e  t h a n  o n e  c r y s t a l l o g r a p h i c  
f O i l  1 1 .  T h e  b e x a g o n a l  c l o s e - p a c k e d  c r y s t a l  s t r u c t u r e  ( h c p ) ,  o r  t b e  a l p h a  p b a s e ,  e x i s t s  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e .  A  t r a n s f o l l o a t i o n  t o  t h e  b o d y  c e n t e r d  c u b i c  ( b e c )  s t r u c t u r e ,  o r  t h e  b e t a  p h a s e ,  
o c c u r s  w b e n  t i t a n i u m  i s  h e a t e d  t o  o v e r  8 0 0 ° C .  C o m m e r c i a l l y  p u r e  t i t a n i u m  i s  a n  a l p h a  p h a s e  
5 7  
m e t a l  h a v i n g  t h e  h e x a g o n a l  c l o s e  p a c k e d  c r y s t a l  
s t r u c t u r e  ( r e f e r  
F i g u r e  1 0 )  [ 8 7 ] .  
F i g u r e  1 0 :  H e x a g o n a l  c l o s e  p a c k e d  s t r u c t u r e  o f  t i t a n i u m  m e t a l  1 8 7 1 .  
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F i g u r e  1 1 :  X P S  s p e c t r u m  o f  a  ( l a p )  c l e a n  c p T i  s u r f a c e .  ( 8 0 1 / 0 m )  X P S  o f  T i ( 2 p )  s i g n a l  s h o w i n g  t h e  p r e s e n c e  
o f  o x i d e  f i l m  1 8 8 1 .  
A n  x~ray p h o t o e l e c t r o n  s p e c t r o s c o p i c  ( X P S )  a n a l y s i s  o f  a  c a r e f u l l y  c l e a n e d  c p T i  s u r f a c e  
d e m o n s t r a t e s  t h e  p r e s e n c e  o f  a  n a t u r a l  o x i d e  l a y e r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  d e t a i l e d  T i ( 2 p )  
s p e c t r u m ,  w i t h  a  l a r g e  p o r t i o n  d u e  t o  T i 0
2  
a n d  a  m i n o r  p e a k  t h a t  c a n  b e  a t t r i b u t e d  t o  T i  
m e t a l ,  p r o v i d e s  e v i d e n c e  o f  a  w e l l - d e f i n e d  t h i n  o x i d e  f i l m  [ 8 8 ] .  T h e  r a t i o  o f  t h e  2  T i  p e a k s  
a l l o w s  r e s e a r c h e r s  t o  c a l c u l a t e  t h e  o x i d e  f i l m  t h i c k n e s s  t o  a b o u t  5  t o  6  n m  ( 2 0  t i m e s  t h e  
i n t e r a t o m i c  d i s t a n c e  [ 6 1 ] .  
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2 . 2 . 2 . 2 . 1 .  C O R R O S I O N  R E S I S T A N C E  
T i t a n i u m  i s  a n  e x t r e m e l y  c o r r o s i o n  r e s i s t a n t  m e t a l ,  o w i n g  t h i s  p r o p e r t y  t o  i t s  5  n m  t h i n  
s u r f a c e  o x i d e  l a y e r  w h i c h  r e f o r m s  s p o n t a n e o u s l y  i n  a i r ,  w a t e r  o r  a n y  o t h e r  e l e c t r o l y t e  
w h e n e v e r  d a m a g e d .  S t a i n l e s s  s t e e l  d e m o n s t r a t e s  a  s i m i l a r  c o r r o s i o n  r e s i s t a n t  n a t u r e  a s  
t i t a n i u m  e x  v i v o ;  h o w e v e r  i n  v i v o ,  p r o t e i n  s o l u t i o n s  a n d  t h e  g e n e r a l l y  h a r s h  e n v i r o n m e n t  
w i t h i n  a  h u m a n  b o d y  t e n d  t o  s p e e d  t h e  c o r r o s i o n  p r o c e s s  l i m i t i n g  i t s  u s e  t o  s h o r t  t e r m  
i m p l a n t s  s u c h  a s  b o n e  s c r e w s  a n d  w i r e s  [ 8 7 ] .  T i t a n i u m  d o e s  n o t  d i s p l a y  a  s i m i l a r l y  i n c r e a s e d  
c o r r o s i o n  r a t e  i n  p r o t e i n a c e o u s  s o l u t i o n s  a s  s t a i n l e s s  s t e e l .  S t r e s s  a n d  w e a r ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  
d o e s  a c c e l e r a t e  t h e  c o r r o s i o n  r a t e  o f  t i t a n i u m .  R e s e a r c h  b y  S t e i n e m a n n  [ 8 9 ]  m a d e  t h e  c a s e  
t h a t  t i t a n i u m  a l l o y s  a r e  n o t  a s  w e l l  i n t e g r a t e d  i n  b o n e  a s  p u r e  t i t a n i u m ,  o w i n g  p r o b a b l y  t o  i t s  
h i g h e r  c o r r o s i o n  r a t e s .  T i t a n i u m  h a s  b e e n  a l l o y e d  w i t h  m a n y  d i f f e r e n t  m e t a l s  t o  a c h i e v e  
s p e c i f i c  p r o p e r t i e s ;  h o w e v e r  t h e  a l l o y i n g  i s  t h o u g h t  t o  i n c r e a s e  c o r r o s i o n  r a t e s  l e a d i n g  t o  a  
l e s s  w e l l - i n t e g r a t e d  i m p l a n t  m a t e r i a l  [ 8 9 ] .  P u r e  t i t a n i u m  p e r f o r m s  b e t t e r  t h a n  i t s  a l l o y s  i n  
t e r m s  o f  c o r r o s i o n .  
T h e  t i t a n i u m  d i o x i d e  l a y e r  f o r m e d  o n  i t s  s u r f a c e  i s  c o n s t a n t l y  s o l u b l e  b e t w e e n  p H  3 - 1 2  
s u g g e s t i n g  a n  e l e c t r o n e u t r a l  s p e c i e s  d o m i n a t e s  i n  s o l u t i o n .  T h e  m a i n  d i s s o l v e d  n e u t r a l  
s p e c i e s  T i ( O H ) 4  ( a q )  c a n  b e  v i e w e d  a s  a  T i  i o n  w i t h  i t s  f o u r  p o s i t i v e  c h a r g e s  c o m p l e t e l y  
n e u t r a l i z e d  b y  f o u r  n e g a t i v e  c h a r g e s .  A t  p h y s i o l o g i c a l  p H  v a l u e s ,  t h e  f i r s t  c h a r g e d  s p e c i e s  i s  
t h e  c a t i o n  T i ( O H ) 3 +  w i t h  a  c o n c e n t r a t i o n  o f O . l n M ,  w h i c h  i s  t h r e e  o r d e r s  o f  m a g n i t u d e  l o w e r  
t h a n  t h e  h y d r o g e n  i o n s  a l w a y s  p r e s e n t  i n  s o l u t i o n .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  t h e  c o r r o s i o n  
p r o d u c t  o f  T i  i s  n o t  a n  i o n  b e c a u s e  n e u t r a l  h y d r o l y s i s  p r o d u c t s  h a v e  n o  a f f i n i t y  f o r  r e a c t i o n  
w i t h  o r g a n i c  m o l e c u l e s .  I n  e f f e c t  t h e  i n e r t  c o r r o s i o n  p r o d u c t  o f  T i  d o e s  n o t  b e c o m e  a  
c h e m i c a l  b u r d e n  i n  v i v o  [ 8 9 ] .  
2 . 2 . 2 . 3 .  T I T A N I U M  O X I D E  
A  v a r i e t y  o f  d i f f e r e n t  s t o i c h i o m e t r i e s  o f  t i t a n i u m  o x i d e  a r e  k n o w n  t h a t  c o v e r  a  w i d e  r a n g e  o f  
o x y g e n  t o  t i t a n i u m  ( T i )  r a t i o s :  f r o m  T h O  t o  T i
2
0 ,  T h 0 2 ,  T i O ,  T h 0 3 ,  T i 3 0 s  a n d  T i 0
2  
[ 9 0 ] .  
T h i s  i s  d u e  t o  t i t a n i u m  e x i s t i n g  i n  d i f f e r e n t  m o r e  o r  l e s s  s t a b l e  o x i d a t i o n  s t a t e s ,  b u t  a l s o  
b e c a u s e  o x y g e n  h a s  a  r e l a t i v e l y  h i g h  s o l u b i l i t y  i n  t i t a n i u m ,  w i t h  t h e  c o n s e q u e n c e  o f  a n  
a l m o s t  g r a d u a l  c h a n g e  o f  t h e  O / T i  r a t i o  a n d  t h e  c o r r e s p o n d i n g  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s .  T h e  m o s t  
s t a b l e  t i t a n i u m  o x i d e  i s  o f  t h e  f o r m  T i 0
2
.  T i t a n i a  ( T i 0
2
)  e x i s t s  i n  t h r e e  d i f f e r e n t  
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c r y s t a l l o g r a p h i c  f o r m s :  r u t i l e  a n d  a n a t a s e  w i t h  t e t r a g o n a l  s t r u c t u r e s ,  a n d  b o o k i t e  w i t h  
o r t h o r h o m b i c  s t r u c t u r e ,  a n d  a l s o  a n  a m o r p h o u s  f o r m  [ 9 1 ] .  
2 . 2 . 2 . 3 . 1 .  C H E M I C A L  P R O P E R T I E S  
T i t a n i u m  o x i d e  i s  a  g o o d  i n s u l a t o r  e v e n  a s  a  v e r y  t h i n  s u r f a c e  f i l m .  T h i s  f i l m  c a n  b e  i n  a  
c r y s t a l l i n e  o r  g l a s s y  s t a t e  a n d  i s  c a p a b l e  o f  p r e v e n t i n g  a n i o n i c  i m p u r i t i e s  ( e . g .  c h l o r i n e ,  
f l u o r i n e  p h o s p h a t e s )  f r o m  p e n e t r a t i n g .  T h e  t i t a n i u m  o x i d e  l a y e r  f o r m e d  o n  t h e  s u r f a c e  i s  
a m p h o t e r i c  ( a b l e  t o  b i n d  w i t h  a c i d s  a n d  b a s e s )  i n  n a t u r e ,  o w i n g  t o  t h e  t w o  t y p e s  o f  h y d r o x y l  
g r o u p s  f o r m e d  u p o n  e x p o s u r e  t o  t h e  e n v i r o n m e n t  [ 8 7 ] .  T h e  a m p h o t e r i c  n a t u r e  o f  t h e  o x i d e  
s u r f a c e  c a n  b e  e v a l u a t e d  b y  p o t e n t i o m e t r i c  t i t r a t i o n  w h e r e b y  a  c h a r a c t e r i s t i c  v a l u e  i s  
m e a s u r e d  b y  c a l c u l a t i n g  t h e  z e r o  p o i n t  o f  c h a r g e  w h e r e  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e s  
c a n c e l  e a c h  o t h e r .  T h e  z e r o  p o i n t  o f  c h a r g e  i n  t h e  c a s e  o f  a n a t a s e  a n d  r u t i l e  i s  a t  p H  6 ,  n e a r  
n e u t r a l i t y  [ 9 2 ,  9 3 ] .  T h i s  m e a n s  a t  p h y s i o l o g i c a l  p H  v a l u e s ,  t h e  s u r f a c e  o f  t i t a n i u m  o x i d e  h a s  
n o  c h a r g e .  N a t u r a l  a n d  s y n t h e t i c  a p a t i t e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  h a v e  a  s i m i l a r  z e r o  p o i n t  o f  
c h a r g e  a s  t i t a n i u m  o x i d e  [ 8 9 ] .  E x p e r i m e n t s  b y  G o l d  e t  a l  [ 9 4 ]  s h o w e d  t h a t  a m o r p h o u s  o x i d e  
l a y e r s  a l s o  d i s p l a y  a n  a m p h o t e r i c  n a t u r e  a s  t h e  c r y s t a l l i n e  o x i d e s ;  m o s t  l i k e l y  d u e  t o  t h e  
h y d r o x y l a t e d  l a y e r  s i m i l a r  t o  w h a t  e x i s t s  o n  t h e  c r y s t a l l i n e  s u r f a c e s .  T h e  n a t u r a l  o x i d e  l a y e r  
f o r m e d  o n  a l l  u n t r e a t e d  t i t a n i u m  s u r f a c e s  i s  o v e r a l l  o f  t h e  a m o r p h o u s  t y p e .  N a t i v e  o x i d e  
c o n s i s t s  o f  a  m i x  o f  T i 0
2
,  T i O  a n d  T i
2
0
3  
w i t h  T i 0
2  
b e i n g  t h e  m a i n  t y p e  [ 9 5 ] .  W i t h i n  t h i s  
s t u d y ,  a  p u r e  a m o r p h o u s  T i 0
2  
l a y e r  w a s  d e p o s i t e d  b y  f i l t e r e d  a r c  d e p o s i t i o n  w h i c h  d i f f e r s  t o  
t h e  n a t i v e  l a y e r  i n  i t s  c o n s i s t e n t  s i n g u l a r  o x i d e  t y p e .  
N a t u r a l l y  g r o w n  t i t a n i u m  o x i d e  f i l m s  r e s e m b l e  t h e  i m a g e  s h o w n  i n  F i g u r e  1 3 .  T h i s  c o n s i s t s  
o f  t h e  s t a b l e  a m o r p h o u s  o r  n a n o c r y s t a l l i n e  T i 0
2  
l a y e r .  T h e  T i 0
2
I T i  i n t e r f a c e  h a s  a n  0  t o  T i  
c o n c e n t r a t i o n  r a t i o  t h a t  v a r i e s  r e g r e s s i v e l y  f r o m  2  t o  I  f r o m  t h e  T i 0
2  
f i l m  t o  a  m u c h  l o w e r  
r a t i o  i n  t h e  b u l k  m a t e r i a l .  T h e  o u t e r  m o s t  l a y e r  ( s h o w n  a s  t h e  v e r y  r i g h t  o f  F i g u r e  1 3 )  
d i s p l a y s  h y d r o x i d e  a n d  c h e m i s o r b e d  w a t e r  b o n d e d  t o  T i  c a t i o n s  l e a d i n g  t o  w e a k l y  b o u n d  
p h y s i s o r b e d  w a t e r  o n  t h e  s u r f a c e .  I n  a d d i t i o n ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  c l e a n l i n e s s  o f  t h e  s u r f a c e ,  
e x p o s u r e  t i m e  t o  a i r  a n d  q u a l i t y  o f  t h e  a t m o s p h e r e ,  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  o r g a n i c  s p e c i e s  
s u c h  a s  h y d r o c a r b o n s  b e c o m e  a d s o r b e d  a l o n g  w i t h  m e t a l - o r g a n i c  s p e c i e s  s u c h  a s  a l k o x i d e s  o r  
c a r b o x y l a t e s  o f  t i t a n i u m  [ 9 6 ] .  
6 0  
( a )  ( b )  
F i g u r e  1 2 :  C r y s t a l l o g r a p h i c  u n i t  c e l l  o f  t h e  < a )  r u t i l e  a n d  ( b )  a n a t a s e  p h a s e  o f  T i t a n i a .  T h e  g r e y  s m a l l  
b a l l s  a r c  t i t a n i u m  c a t i o n s  a n d  t h e  b l a c k  l a r g e r  b a l l s  a r e  t h e  o x y g e n  a n i o n s  1 8 7 1 .  
T h e  o x i d e  l a y e r  o f  t i t a n i u m  i s  k n o w n  t o  b e  h i g h l y  p o l a r  a n d  a t t r a c t s  w a t e r  a n d  w a t e r - s o l u b l e  
m o l e c u l e s  [ 9 7 ] .  T h i s  h i g h  e n e r g y  s u r f a c e  m e a n s  t i t a n i u m  i s  h y d r o p h i l i c  i n  n a t u r e  w h i c h  
p r o m o t e s  c e l l  a t t a c h m e n t  i n  v i v o .  
2 . 2 . 2 . 3 . 2 .  W H Y  A N  I N T E R E S T  I N  T I T A N I U M  O X I D E ?  
T h e  o x i d e  l a y e r  o f  t i t a n i u m  i s  i n  e f f e c t  t h e  s u r f a c e  t h a t  w i l l  e v e n t u a l l y  i n t e r a c t  w i t h  t h e  i n  
v i v o  e n v i r o n m e n t .  T h e  b u l k  t i t a n i u m  w i l l  p l a y  o n l y  a  v e r y  s m a l l  p a r t  i n  t h e  i n i t i a l  a c c e p t a n c e  
o f  t h e  i m p l a n t  i n  v i v o .  H e n c e ,  t o d a y  t h e r e  i s  a  g r o w i n g  i n t e r e s t  i n  t h e  v a r i o u s  o x i d e  l a y e r s  o f  
t i t a n i u m .  
R u t i l e  p a r t i c l e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  s t i m u l a t e  a  l e s s e r  m a c r o p h a g e  r e s p o n s e  t h a n  o r d i n a r y  
t i t a n i u m  p a r t i c l e s .  D a t a  b y  V a l l e s  e t  a l .  [ 9 8 ]  i n d i c a t e d  t h a t  r u t i l e  p a r t i c l e s  a r e  t h e r e f o r e  l e s s  
b i o r e a c t i v e  t h a n  t i t a n i u m ,  m e a n i n g  t i t a n i u m - b a s e d  i m p l a n t s  m o d i f i e d  w i t h  a n  o u t e r  l a y e r  o f  
r u t i l e  w i l l  b e  b e n e f i c i a l .  
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F i g u r e  1 3 :  S c h e m a t i c  v i e w  o f  t h e  o x i d e  f i l m  o n  p u r e  t i t a n i u m  1 8 7 1 .  
E x p e r i m e n t s  b y  L i  e t  a l .  [ 9 9 ]  s h o w e d  t h e  a b i l i t y  o f  t i t a n i a  f i l m s  t o  i n d u c e  i n  v i t r o  a p a t i t e  
d e p o s i t i o n  i n  s i m u l a t e d  b o d y  f l u i d s  ( S B F ) .  T h e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  o x y g e n ,  t h e  T i O - ,  h a s  i o n  
e x c h a n g e  p r o p e r t i e s  a n d  c a n  b i n d  c a l c i u m  i o n s  w h e n  e x p o s e d  t o  b o d y  f l u i d s .  T h i s  i s  a  
p r o p e r t y  s h a r e d  w i t h  o t h e r  m a t e r i a l s  t h a t  i n t e g r a t e  w i t h  b o n e ,  s u c h  a s  o x i d e s  o f  s i l i c o n ,  
z i r c o n i u m ,  a l u m i n i u m  o r  h y d r o x y a p a t i t e ,  w h i c h  a l l  h a v e  e x p o s e d  o x y g e n  g r o u p s  c a p a b l e  o f  
b i n d i n g  c a l c i u m  o n  t h e  s u r f a c e .  T h i s  p r o p e r t y  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  t h e  b i o c o m p a t i b i l i t y  o f  
t h e s e  m a t e r i a l s .  I n  t e l l l l S  o f  t i t a n i u m  o x i d e ,  t h e  c r y s t a l l i z e d  v e r s i o n  s h o w e d  g r e a t e r  b i o a c t i v i t y  
t h a n  a m o r p h o u s  t i t a n i a  i n  v i v o  [ 1 0 0 ] .  A p p l y i n g  t h i s  c r y s t a l l i n e  t i t a n i a  t o  i n e r t  b i o m a t e r i a l s  
s u c h  a s  c o m m e r c i a l l y  p u r e  t i t a n i u m  p r o v i d e s  i t  w i t h  b i o a c t i v e  p r o p e r t i e s .  
S e r u m  p r o t e i n s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  a d s o r b  o n t o  t i t a n i a  s u r f a c e s  t h r o u g h  t h e  c a l c i u m  b i n d i n g  
s i t e s  i n  a  s i m i l a r  p r o c e s s  a s  w i t h  h y d r o x y a p a t i t e  [ 1 0  I ] .  A d s o r p t i o n  o f  p r o t e i n s  o n t o  a n  
i m p l a n t  i s  a n  e s s e n t i a l  f i r s t  s t e p  t o  a c c e p t a n c e  a n d  i n t e g r a t i o n  w i t h i n  t h e  i n  v i v o  e n v i r o n m e n t .  
I t  a i d s  i n  t h e  b i o c o m p a t i b i l i t y  o f  b i o m a t e r i a l s .  T i t a n i a  s u r f a c e s  o b t a i n e d  a t  l o w e r  t e m p e r a t u r e s  
s h o w  b e t t e r  b i o c o m p a t i b i l i t y  t h a n  t h e  b u l k  t i t a n i u m .  A s  t h e  t i t a n i a  f i l m  t h i c k n e s s  i n c r e a s e s ,  
t h e r e  i s  a  c o r r e s p o n d i n g  i n c r e a s e  i n  b i o c o m p a t i b i l i t y  a n d  p r o t e i n  a d s o r p t i o n .  S u n n y  e t  a l .  
[ 1 0 2 ]  r e p o r t e d  t h a t  t h e  r a t i o  o f  a d s o r b e d  p r o t e i n s  a l b u m i n / f i b r i n o g e n  i n c r e a s e d  7  t i m e s  a s  t h e  
t h i c k n e s s  o f  t i t a n i u m  o x i d e  f i l m s  i n c r e a s e d  f r o m  s e v e r a l  n a n o m e t e r s  t o  2 0 0  n m  b y  a n o d i c  
o x i d a t i o n  p r o c e s s e s .  
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T h e  a d s o r p t i o n  o f  c a l c i u m  i o n s  o n t o  a  t i t a n i a  s u r f a c e  a l s o  i n c r e a s e s  t h e  a d s o r p t i o n  o f  a c i d i c  
m a c r o m o l e c u l e s ,  l i k e  a l b u m i n  a n d  g l y c o s a m i n o g l y c a n s .  T i t a n i a  s h a r e s  t h i s  p r o p e r t y  w i t h  
h y d r o x y a p a t i t e ,  a n d  i t  i s  t h o u g h t  t h a t  t h i s  s i m i l a r i t y  i s  w h a t  g i v e s  t i t a n i u m  i t s  b i o c o m p a t i b i l i t y  
[ 6 1 ) .  
S e v e r a l  a d v a n t a g e s  e x i s t  i n  u t i l i s i n g  m o d i f i e d  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s  i n  v i v o .  F u r t h e r  
r e s e a r c h  i n t o  l o w  t e m p e r a t u r e  d e p o s i t i o n  m e t h o d s  i s  b e n e f i c i a l .  T h i s  s t u d y  g o e s  s o m e w a y  t o  
i n v e s t i g a t i n g  r o o m  t e m p e r a t u r e  d e p o s i t i o n  o f  t i t a n i u m  o x i d e  b y  a  r e l a t i v e l y  n e w  p h y s i c a l  
v a p o u r  d e p o s i t i o n  m e t h o d ,  t e r m e d  f i l t e r e d  c a t h o d i c  a r c  d e p o s i t i o n  ( d e t a i l e d  d i s c u s s i o n  o n  
p a g e I 0 9 ) .  
2 . 2 . 2 . 4 .  B I O C O M P  A  T I B I L I T Y  
T i t a n i u m  p e r f o r m s  q u i t e  w e l l  i n  v i v o  c o m p a r e d  t o  m o s t  o t h e r  m e t a l s .  I t  r e a d i l y  a d s o r b s  
p r o t e i n s  f r o m  b i o l o g i c a l  f l u i d s  w h i c h  i s  a n  i m p o r t a n t  p h e n o m e n o n  b e c a u s e  p r o t e i n s  s u c h  a s  
f i b r o n e c t i n  a r e  k n o w n  t o  p r o m o t e  b o n e  c e l l  a d h e s i o n  i n  v i v o  [ 3 0 ) .  E s t a b l i s h i n g  a  p r o t e i n  l a y e r  
o n  t h e  s u r f a c e  o f  a n  i m p l a n t  m a t e r i a l  i s  a n  i m p o r t a n t  f i r s t  s t e p  i n  p r o m o t i n g  b o n e  g r o w t h .  
T i t a n i u m  i s  w e l l  k n o w n  f o r  i t s  a b i l i t y  t o  p r o m o t e  b o n e  g r o w t h  d u e  t o  a  p h e n o m e n o n  n o t  s e e n  
i n  m o s t  o t h e r  m e t a l s .  B r a n e m a r k  w a s  t h e  f i r s t  p e r s o n  t o  c o i n  t h e  t e r m  o s s e o i n t e g r a t i o n  f o r  
t i t a n i u m  i m p l a n t s .  T h i s  p h e n o m e n o n  w a s  s e e n  t o  p r o d u c e  a  s t a b l e  e n v i r o n m e n t  b e t w e e n  t h e  
l o a d e d  i m p l a n t  a n d  b o n e  t i s s u e  [ 1 0 3 ) .  F i g u r e  1 4  s h o w e d  t h e  v a r i o u s  s t a g e s  o f  
o s s e o i n t e g r a t i o n ,  m o d e l l e d  o n  a  d e n t a l  i m p l a n t :  
S t a g e  I :  I m m e d i a t e l y  u p o n  i n s e r t i o n ,  t h e  i m p l a n t  i s  n o t  p e r f e c t l y  a l i g n e d  w i t h  t h e  
b o n e .  T h e  t h r e a d s  i n  t h e  i m p l a n t  p r o v i d e  a n c h o r a g e  w h e n  b o n e  g r o w s  w i t h i n  i t .  A  
h e m a t o m a  i s  p r e s e n t  i n  t h e  r e c e s s e s  o f  t h e  s c r e w  t h r e a d s  a n d  t h e r e  i s  a  l a y e r  o f  
t r a u m a t i s e d  b o n e  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  t h e r m a l  a n d  m e c h a n i c a l  d a m a g e  d u r i n g  s u r g e r y  
[ 8 1 ) .  
S t a g e  2 :  D u r i n g  h e a l i n g  t h e  h a e m a t o m a  i s  s l o w l y  t r a n s f o r m e d  t o  n e w  b o n e  a n d  t h e  
p r o c e s s  o f  r e v a s c u l a r i z a t i o n  a n d  r e m i n e r a l i s a t i o n  o c c u r s  [ 8 1 ) .  
S t a g e  3 :  O n c e  h e a l i n g  i s  c o m p l e t e ,  n e w  b o n e  i s  i n  v i r t u a l  c o n t a c t  w i t h  t h e  i m p l a n t  
[ 8 1 ) .  
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M u c h  o f  t h e  b i o c o m p a t i b i l i t y  o f  t i t a n i u m  i s  o w e d  t o  i t s  a b i l i t y  t o  o s s e o i n t e g r a t e  i n  v i v o .  I n  
a d d i t i o n  t o  t h i s ,  t h e  n e u t r a l  c o r r o s i o n  s p e c i e s  o f t b e  m e t a l  m e a n s  t h e r e  i s  l i t t l e  c o n c e r n  f o r  t h e  
l o w  l e v e l s  o f  c o r r o s i o n  t h a t  d o e s  o c c u r  w i t h i n  t h e  b o d y .  
S t a g e  1  S t a g e  2  S t a g e  3  
1  2  3  4  1  5  
•  
4  1  1  4  
F i g u r e  1 4 :  S t a g e s  o f  o s s e o i n t e g r a t i o n  a s  o b t a i n e d  f r o m  B r a n e m a r k  1 1 0 3 1 .  ( I )  T i t a n i u m  i m p l a n t ,  ( 2 )  
H a e m a t o m a ,  ( 3 )  D a m a g e d  b o n e ,  ( 4 )  H e a l t h y  b o n e ,  ( 5 )  H a e m a t o m a  t r a n s f o r m i n g  i n t o  n e w  b o n e ,  ( 6 )  
D a m a g e d  b o n e  h e a l i n g  i t s e l f  b y  d e - a n d  r e - m i n e r a l i s a t i o n ,  ( 7 )  N e w  h e a l t h y  b o n e .  
T h e  p r o t e c t i v e  o x i d e  l a y e r  s p o n t a n e o u s l y  f O I  m e d  o n  t i t a n i u m  s u r f a c e s  a l s o  a i d s  i n  r e d u c i n g  
t b e  c o r r o s i o n  r e s i s t a n c e  o f  t h e  m e t a l  a n d  i n c r e a s i n g  i t s  b i o c o m p a t i b i l i t y .  T h e  n a t i v e  o x i d e  
l a y e r  p o s s e s s e s  a  m o d e  o f  g r o w t h  u n i q u e  t o  o n l y  t i t a n i u m ,  a n d  s o m e  o t h e r  e l e m e n t s  o f  
v a l e n c y  l V ,  s u c h  a s  s i l i c o n  a n d  z i r c o n i u m .  I t  i s  u n i q u e  i n  t h a t  o x y g e n  i o n s  m i g r a t e  t o w a r d s  
t h e  m e t a l  a n d  r e a c t  w i t h  t h e  c o u n t e r - i o n  t i t a n i u m  a t  t h e  b a s e  o f  t h e  o x i d e  [ 1 0 4 ] .  N o r m a l l y ,  t h e  
o x y g e n  a n i o n  a n d  m e t a l  c a t i o n  a r e  a t t r a c t e d  t o  t h e  s u r f a c e  w h e n  t h e  m e t a l  u n d e r g o e s  
o x i d a t i o n ,  o r  c o r r o s i o n ;  h o w e v e r  w i t h  t i t a n i u m ,  t h e  o x i d e  i o n  a c t s  t o  b l o c k  t h e  m e t a l  i o n  
r e a c h i n g  t h e  s u r f a c e  a n d  b e i n g  r e l e a s e d  i n t o  t h e  e l e c t r o l y t e  [ 8 9 ] .  T h i s  i s  a  v e r y  b e n e f i c i a l  
p h e n o m e n o n .  
2 . 2 . 2 . 5 .  A P P L I C A T I O N  O F  T I T A N I U M  A N D  I T S  A L L O Y S  
T h e  p h y s i c a l  q u a l i t i e s  a n d  b i o l o g i c a l  c o m p a t i b i l i t y  o f  t i t a n i u m  m a k e  i t  u s e f u l  i n  a  v a r i e t y  o f  
a p p l i c a t i o n s .  D i s c o v e r e d  i n  t h e  l a t e  1 5 0 0 s ,  t i t a n i u m  w a s  n a m e d  f o r  t h e  m y t h o l o g i c a l  g i a n t s ,  
t h e  T i t a n s .  T h e  a b u n d a n c e  o f  t i t a n i u m  i n  t h e  e a r t h ' s  c r u s t  ( a b o u t  0 . 6  % )  m a k e s  i t  t h e  f o u r t h  
m o s t  a b u n d a n t  o f  t h e  s t r u c t u r a l  m e t a l s  ( a f t e r  a l u m i n i u m ,  i r o n  a n d  m a g n e s i u m )  [ 1 0 5 ] .  I t  i s  2 0  
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t i m e s  m o r e  c o m m o n  t h a n  c h r o m i u m ,  3 0  t i m e s  m o r e  t h a n  n i c k e l ,  6 0  t i m e s  m o r e  t h a n  c o p p e r ,  
1 0 0  t i m e s  m o r e  t h a n  t u n g s t e n  a n d  6 0 0  t i m e s  m o r e  p r e v a l e n t  t h a n  m o l y b d e n u m  [ 1 0 5 ] .  
T i t a n i u m  a n d  i t s  a l l o y s  h a v e  f o u n d  w i d e s p r e a d  u s e  i n  t h e  a e r o s p a c e  i n d u s t r y  s i n c e  t h e  I  9 4 0 s .  
I t s  h i g h  t e n s i l e  s t r e n g t h  [ 8 2 ] ,  l i g h t  w e i g h t ,  h i g h  c o r r o s i o n  r e s i s t a n c e  [ 1 0 6 ]  a n d  a b i l i t y  t o  
w i t h s t a n d  h i g h  t e m p e r a t u r e s ,  m a d e  i t  u s e f u l  i n  a i r c r a f t ,  r u m o u r  p l a t i n g ,  n a v a l  s h i p s ,  
s p a c e c r a f t s  a n d  m i s s i l e s  [ 1 0 6 ,  1 0 7 ] .  A b o u t  t w o  t h i r d s  o f  a l l  t i t a n i u m  m e t a l  p r o d u c e d  i s  u s e d  
i n  a i r c r a f t  e n g i n e s  a n d  f r a m e s  [ 1 0 8 ] .  T h e  n e w  A i r b u s  A 3 8 0  i s  e s t i m a t e d  t o  u s e  a b o u t  7 7  t o n s  
o f  t i t a n i u m ,  w i t h  a b o u t  I I  t o n s  i n  t h e  e n g i n e s  a l o n e  [ 1 0 9 ] .  
F i g u r e  1 5 :  A i r b u s  A 3 8 0  c o n t a i n s  a b o u t  1 1  t o n s  o f  t i t a n i u m  i n  t h e  e n g i n e  a l o n e  \ 1 0 9 1 .  
T i t a n i u m  i s  u s e d  i n  a u t o m o t i v e  a p p l i c a t i o n s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  a u t o m o b i l e  o r  m o t o r c y c l e  r a c i n g ,  
w h e r e  l i g h t  w e i g h t  c o m p o n e n t s  w i t h  h i g h  s t r e n g t h  a n d  r i g i d i t y  a r e  e s s e n t i a l  t o  m a i n t a i n i n g  
f u e l  e f f i c i e n c y  a n d  h i g h  s p e e d  p e r f o l l l 1 a n C e  [ I  1 0 ] .  A l s o  t h e  r e f i n e d  d i o x i d e  f O l l n  o f  t i t a n i u m  
i s  u t i l i s e d  i n  p a i n t s ,  t o o t h p a s t e  a n d  p l a s t i c s  d u e  t o  i t s  i n t e n s e  w h i t e  p e r m a n e n t  p i g m e n t .  
T h e  o s s e o i n t e g r a t i v e  n a t u r e ,  s t r e n g t h  a n d  c o r r o s i o n  r e s i s t a n c e  o f  t i t a n i u m  h a s  m a d e  i t  i d e a l  
f o r  a p p l i c a t i o n s  i n  t h e  m e d i c a l  i n d u s t r y .  A n  a t t e m p t  t o  u s e  t i t a n i u m  f o r  i m p l a n t  f a b r i c a t i o n  
h a s  d a t e d  b a c k  t o  t h e  l a t e  1 9 3 0 s .  P r e s e n t l y  m o r e  t h a n  1 0 0 0  t o n n e s  o f  t i t a n i u m  d e v i c e s  o f  
e v e r y  d e s c r i p t i o n  a n d  f u n c t i o n  a r e  i m p l a n t e d  i n  p a t i e n t s  w o r l d w i d e  e v e r y  y e a r  [ 1 1  I ] .  
O r t h o p a e d i c  i m p l a n t s  s u c h  a s  u s e d  f o r  k n e e  a n d  h i p  a r t h o p l a s t i e s  a r e  c o m m o n l y  c o n s t r u c t e d  
o f  T i 6 A I 4 V  a l l o y s  w h i c h  a r t i c u l a t e  w i t h  p o l y m e r  c o m p o n e n t s .  I n  h i p  a r t b o p l a s t i e s ,  t h e  
f e m o r a l  s t e r n  i s  t y p i c a l l y  a  m e t a l  a l l o y ,  s u c h  a s  t i t a n i u m ,  w i t h  a  c e r a m i c  b e a d  t h a t  a r t i c u l a t e s  
a g a i n s t  a  p o l y m e r  a c e t a b u l a r  c u p  s u c h  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 7 a .  T i t a n i u m  k n e e  i m p l a n t s  ( r e f e r  
F i g u r e  1 7 b )  c o n s i s t  o f  a  m e t a l  f e m o r a l  c o m p o n e n t  s e c u r e d  t o  t h e  d i s t a l  e n d  o f  t h e  f e m u r  a n d  
a r t i c u l a t e s  a g a i n s t  a  p o l y e t h y l e n e  t i b i a l  c o m p o n e n t .  
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F i g u r e  1 6 :  R e f i n e d  t i t a n i u m  d i o x i d e  s h o w i n g  i t s  b r i l l i a n t  w h i t e  p i g m e n t  ( 1 1 2 1 .  
l a )  
F i g u r e  1 7 :  T i t a n i u m  ( a )  h i p  1 1 1 3 1  a n d  ( b )  k n e e  i m p l a n t  1 1 1 4 1 .  
T h e  i n t r o d u c t i o n  o f  t i t a n i u m  d e n t a l  i m p l a n t s  h a s  r e v o l u t i o n i s e d  t h e  r e s t o r a t i v e  d e n t a l  p r a c t i c e  
w o r l d w i d e .  A  t i t a n i u m  ' r o o t '  a b u t m e n t  i s  p l a c e d  w i t h i n  t h e  j a w  b o n e  a n d  a l l o w e d  t o  
o s s e o i n t e g r a t e .  T h e  s u p e r s t r u c t u r e  o f  t b e  t o o t h  i s  t h e n  a t t a c h e d  t o  t h e  i m p l a n t  t o  p r o v i d e  a  
t o o t h  s t r u c t u r e  w h i c h  a p p e a r s  a s  n a t u r a l  a s  t h e  o r i g i n a l  t o o t h  [ I l l ] .  
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~n(.t t n p ' . t r n  
F i g u r e  1 8 :  T i t a n i u m  d e n t a l  i m p l a n t .  
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D e n t a l  a n d  o r t h o p a e d i c  i m p l a n t s  a r e  t h e  t w o  m o s t  c o m m o n  m e d i c a l  a p p l i c a t i o n s  o f  t i t a n i u m .  
H o w e v e r  i t  i s  a l s o  u t i l i s e d  a s  c a s i n g s  f o r  p a c e m a k e r s ,  d e n t u r e s ,  c a r r i e r  s t r u c t u r e s  f o r  
r e p l a c e m e n t  h e a r t  v a l v e s ,  t h e  f r a m e w o r k  o f  e x t e r n a l  p r o s t h e s e s  a n d  s u r g i c a l  i n s t r u m e n t s  
[ I l l ) .  
P A C E M A K E R  
E X  I  E R l l "  F  R O S T H F S I S  
•  ' 1 0 -
M , ) ( .  M ·  6 0 6 8  
I I I P l A H T S  
F i g u r e  1 9 :  A p p l i c a t i o n s  o f t i t a n i u m  i n  m e d i c i n e .  
2 . 2 . 3 .  D I A M O N D - L I K E  C A R B O N  
H F M T V A L V E  
~ 
. . .  
~,M·6069 
D E N T U R E  F R A M E W O R K  
D i a m o n d - L i k e  C a r b o n  ( D L C )  i s  a  r e l a t i v e l y  n e w  m a t e r i a l  a v a i l a b l e  m a i n l y  a s  a  c o a t i n g  f o r  
a p p l i c a t i o n s  t h a t  r e q u i r e  l o w  f r i c t i o n ,  h i g h  m e c h a n i c a l  h a r d n e s s  a n d  l o w  w e a r  p r o p e r t i e s .  I t s  
s t r u c t u r e  i s  a  m i x  o f  S p 3  a n d  S p 2  b o n d i n g  r e s e m b l i n g  a  m i x  o f  d i a m o n d  a n d  g r a p h i t e .  H e n c e  i t  
p o s s e s s e s  m a n y  o f  t h e  b e n e f i c i a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  d i a m o n d ,  s u c h  a s  i t s  h a r d n e s s  a n d  
c h e m i c a l  i n e r t n e s s .  
I n  t e I l l l S  o f  b i o m a t e r i a l  a p p l i c a t i o n s ,  D L C  i s  v i e w e d  a s  a n  i d e a l  c o a t i n g  f o r  a r t i c u l a t i n g  
s u r f a c e s  o f  b i o m e d i c a l  i m p l a n t s .  A  m a i n  c a u s e  o f  i m p l a n t  f a i l u r e  w i t h i n  t h e  b o d y  h a s  b e e n  
d u e  t o  w e a r  p a r t i c l e s  f O I l n e d  a t  t h e  a r t i c u l a t i n g  i n t e r f a c e s .  T h e s e  t e n d  t o  b e  p a r t i c l e s  o f  t h e  
s o f t e r  m a t e r i a l s ,  s u c h  a s  u l t r a  b i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  p o l y e t h y l e n e  ( U H M W P E ) ,  w h i c b  l e a d  t o  
a s e p t i c  l o o s e n i n g  o f  i m p l a n t s .  A  b a r d ,  l o w  f r i c t i o n  c o a t i n g ,  s u c h  a s  D L C ,  w o u l d  r e d u c e  t h e s e  
p r o b l e m s .  
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D i s c u s s e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n s  w o u l d  b e  t h e  m e c h a n i c a l  a n d  c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  
D L C ,  i t s  b i o c o m p a t i b i l i t y  a n d  a p p l i c a t i o n s .  
2 . 2 . 3 . 1 .  C H E M I C A L  P R O P E R T I E S  
D i a m o n d - l i k e  c a r b o n  i s  a  m e t a s t a b l e  f 0 1 1 l 1  o f  a m o r p h o u s  c a r b o n  c o n t a i n i n g  a  s i g n i f i c a n t  
f r a c t i o n  o f  S p 3  b o n d s .  I t  i s  a  c h e m i c a l l y  i n e r t ,  o p t i c a l l y  t r a n s p a r e n t ,  w i d e  b a n d  g a p  
s e m i c o n d u c t o r  [ 1 1 5 ] .  C a r b o n  f O l l l l S  a  g r e a t  v a r i e t y  o f  c r y s t a l l i n e  a n d  d i s o r d e r e d  s t r u c t u r e s  
a b l e  t o  e x i s t  i n  t h r e e  h y b r i d i s a t i o n s ,  s p J ,  S p 2  a n d  S p l  s t a t e s  ( r e f e r  F i g u r e  2 0 )  [ 1 1 6 ] .  I n  t h e  s p J  
c o n f i g u r a t i o n  o f  c a r b o n ,  f r o m  w h i c h  d i a m o n d  i s  t h e  r e s u l t i n g  m a t e r i a l ,  t h e  f o u r  v a l e n c e  
e l e c t r o n s  a r e  a s s i g n e d  a n  o r b i t a l .  E a c h  o f  t h e  f o u r  v a l e n c e  e l e c t r o n s  i n  d i a m o n d  f o r m  s t r o n g  a  
b o n d s  w i t h  a d j a c e n t  a t o m s .  T h e s e  b o n d s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  e x t r e m e  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  
o f  d i a m o n d .  T h e  S p 2  c o n f i g u r a t i o n  a s  i n  g r a p h i t e ,  d i s p l a y s  t h r e e  o f  t h e  f o u r  v a l e n c e  e l e c t r o n s  
h a v i n g  s t r o n g  a  b o n d s ,  w h e r e  a s  t h e  f o u r t h  e l e c t r o n  f O I  i n S  a  w e a k e r  1 t  b o n d  w i t h  o n e  o r  m o r e  
n e i g h b o u r i n g  a t o m s .  G r a p h i t e  h a s  s t r o n g  c o v a l e n t  i n t r a - l a y e r  b o n d i n g  a n d  w e a k  v a n  d e r  
W a a l s  b o n d i n g  b e t w e e n  i t s  l a y e r s .  D L C  h a s  t h e  e x c e l l e n t  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  d i a m o n d  s u c h  
a s  i t s  h a r d n e s s ,  e l a s t i c  m o d u l u s  a n d  c h e m i c a l  i n e r t n e s s ,  b u t  w i t h i n  a n  i s o t r o p i c  d i s o r d e r e d  
t h i n  f i l m  w i t h  n o  g r a i n  b o u n d a r i e s .  D L C  i s  a  m u c h  c h e a p e r  m a t e r i a l  t o  p r o d u c e  t h a n  d i a m o n d  
a n d  h a s  m a n y  b e n e f i c i a l  a p p l i c a t i o n s  [ 1 1 5 ] .  
D L C  e x i s t s  a s  a m o r p h o u s  c a r b o n  a n d  a s  h y d r o g e n a t e d  a l l o y s ,  a - C H .  I t  i s  c o m m o n  t o  d i s p l a y  
t h e  v a r i o u s  c o m p o s i t i o n s  o f  a m o r p h o u s  C - H  a l l o y s  o n  a  t e r n a r y  p h a s e  d i a g r a m  ( r e f e r  F i g u r e  
2 1  ) .  
1 f  
: o r  
; " [  
f ' "  
S p 3  
S p 2  
s p '  
F i g u r e  2 0 :  T h e  t h r e e  h y b r i d i s a t i o n  s t a t e s  o f  c a r b o n ,  s p ' ,  s p '  a n d  S p '  1 1 1 6 1 .  
M a t e r i a l s  o f  a  g r a p h i t i c  n a t u r e  l i e  a t  t h e  S p 2  c o r n e r  o f  t h e  t e r n a r y  d i a g r a m  a n d  m a t e r i a l s  o f  a  
d i a m o n d  n a t u r e  l i e  n e a r  t h e  s p J  c o r n e r .  T h e  t w o  h y d r o c a r b o n  p o l y m e r s  p o l y e t h y l e n e  a n d  
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p o l y a c e t y l e o e  d e f i n e  t h e  l i m i t s  o f  t h e  t r i a n g l e  i n  t h e  r i g h t  h a n d  c o r n e r .  B e y o n d  t h i s  p o i n t  
i n t e r c o n n e c t i n g  c a r b o n - c a r h o n  n e t w o r k s  c a n n o t  f O l i O ,  a n d  o n l y  m o l e c u l e s  f 0 1 l 1 l  [ 1 1 5 ) .  
, 1  
C  
s p 2  
3  
b - C  
)  
e  
t a - C : H  
1 1 0  
H  
F i g u r e  2 1 :  T e r n a r y  p h a s e  d i a g r a m  o f  b o n d i n g  i n  a m o r p h o u s  C - H  a U o y s  1 1 1 5 1 .  
W i t h  i m p r o v e m e n t s  i n  d e p o s i t i o n  t e c h n o l o g y ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  a c h i e v e  a  v a r i e t y  o f  D L C  f i l m s  
w i t h  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  S p 2  a n d  s p l  b o n d i n g .  A  n a m i n g  p r o t o c o l  w a s  n e c e s s a r y  t o  
d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t h e  d i f f e r e o t  t y p e s  o f  D L C  f i l m s .  S p u t t e r i n g  m a d e  i t  p o s s i b l e  t o  c r e a t e  
f i l m s  w i t h  a  g r e a t e r  p e r c e n t a g e  o f  S p l  b o n d i n g .  M c K e n z i e  e t  a l .  [ I  1 7 )  s u g g e s t e d  n a m i n g  t h e s e  
a m o r p h o u s  c a r b o n  ( a - C )  f i l m s  w i t h  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  S p l  b o n d i n g  a s  t e t r a h e d r a l  
a m o r p h o u s  c a r b o n  ( t a - C ) ,  t o  d i s t i n g u i s h  i t  f r o m  t h e  S p 2  a - C .  F i g u r e  2 2  i l l u s t r a t e s  t h i s  v a r i a t i o n  
i n  s t r u c t u r e  b e t w e e n  t h e  t w o  D L C  f i l m s .  
( a )  
( b )  
F i g u r e  2 2 :  I l l u s t r a t i o n  o f  t b e  ( a )  t a - C  a n d  ( b )  a - C  b o n d i n g  s t r u c t u r e  1 1 1 8 1 .  
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M e t h o d s  s u c h  a s  p l a s m a  e n h a n c e d  c h e m i c a l  v a p o u r  d e p o s i t i o n  ( P E C V D )  m a d e  i t  p o s s i b l e  t o  
o b t a i n  f i l m s  w i t h  p r o p e r t i e s  t h a t  l i e  f u r t h e r  i n t o  t h e  t e r n a r y  p h a s e  d i a g r a m  i n c o r p o r a t i n g  
h y d r o g e n .  T h i s  p r o d u c e d  h y d r o g e n a t e d  a m o r p h o u s  c a r b o n  ( a - C : H )  w i t h  a  l a r g e  a m o u n t  o f  
h y d r o g e n  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  s t r u c t u r e  a n d  a  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  S p 3  b o n d i n g .  H i g h  
p l a s m a  d e n s i t y  P E C V D  w a s  a b l e  t o  p r o d u c e  a - C : H  f i l m s  w i t h  a  h i g h e r  d e g r e e  o f  S p 3  b o n d i n g  
a n d  a  l o w e r  H  c o n t e n t .  T h i s  t y p e  o f  f i l m  w a s  t e r m e d  h y d r o g e n a t e d  t e t r a h e d r a l  a m o r p h o u s  
c a r b o n  ( t a - C : H )  b y  W e i l e r  e t  a l .  [ 1 1 9 ] .  
T h e  n u m e r o u s  t y p e s  o f  D L C  f i l m s  h a v e  d i f f e r i n g  m a t e r i a l  p r o p e r t i e s .  T h e  t w o  k e y  
p a r a m e t e r s ,  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 1 ,  t h a t  d e t e r m i n e  t h e  s t r u c t u r e  a n d  p r o p e r t i e s  o f  D L C  i s  i t s  
f r a c t i o n  o f  S p 3  b o n d e d  c a r b o n  s i t e s  a n d  i t s  h y d r o g e n  c o n t e n t .  T h e  o r d e r i n g  o f  S p 2  s i t e s  i s  a  
t h i r d  i m p o r t a n t  f a c t o r ,  a s  t h i s  a f f e c t s  t h e  e l e c t r o n i c  p r o p e r t i e s  o f D L C  [ 1 1 5 ] .  
2 . 2 . 3 . 2 .  M E C H A N I C A L  P R O P E R T I E S  
A s  m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y ,  t h e r e  e x i s t  m a n y  d i f f e r e n t  f o r m s  o f  D L C  w i t h  v a r i a t i o n s  i n  
h y d r o g e n  c o n t e n t  a n d  b o n d i n g  t y p e .  E a c h  c o m b i n a t i o n  r e s u l t s  i n  d i f f e r e n t  m a t e r i a l  p r o p e r t i e s .  
T a b l e  5  s h o w s  a  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  v a r i o u s  f o r m s  o f  D L C  w i t h  
r e f e r e n c e  m a t e r i a l s :  d i a m o n d  a n d  g r a p h i t e .  
A s  p r e d i c t e d  b y  t h e  m a t e r i a l  s t r u c t u r e ,  t e t r a h e d r a l  c a r b o n  w i t h  t h e  h i g h e r  S p 3  r a t i o  d i s p l a y s  a n  
i n c r e a s e d  h a r d n e s s  o f  8 0  G P a ,  d u e  t o  i t s  d i a m o n d - l i k e  s t r u c t u r e ,  c o m p a r e d  t o  o t h e r  
a m o r p h o u s  c a r b o n  m a t e r i a l  ( T a b l e  5 ) .  T h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  H  w i t h i n  t h e  s t r u c t u r e  r e d u c e s  t h e  
r a t i o  o f  S p 3  b o n d i n g  h e n c e  d e c r e a s i n g  t h e  h a r d n e s s  o f t h e  m a t e r i a l  t o  5 0  G P a  [ 1 1 5 ] .  
T h e  Y o u n g ' s  m o d u l u s  f o l l o w s  a  s i m i l a r  t r e n d  t o  h a r d n e s s  ( r e f e r  T a b l e  5 ) .  T h e  t a - C  f i l m s  
s h o w  a  h i g h  e l a s t i c  m o d u l u s ,  o n l y  s o m e w h a t  l e s s  t h a n  d i a m o n d .  T h e  a d d i t i o n  o f  h y d r o g e n ,  a s  
i n  t a - C : H ,  s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e s  t h e  e l a s t i c  m o d u l u s  w h e n  c o m p a r e d  t o  e i t h e r  t h e  t a - C  o r  
d i a m o n d  m a t e r i a l .  
T h e  l o w  c o e f f i c i e n t  o f  f r i c t i o n  t h a t  D L C  f i l m s  p o s s e s s  i s  o n e  o f  t h e  m a i n  r e a s o n s  f o r  t h e i r  
p o p u l a r i t y  a s  a  b i o m a t e r i a l .  E r d e r m i r  e t  a l .  [ 1 2 0 ]  f o u n d  t h a t  a - C : H  f i l m s  i n  a  v a c u u m  w i t h  
l o w  h u m i d i t y  c a n  a c h i e v e  a  f r i c t i o n  c o e f f i c i e n t  a s  l o w  a s  0 . 0 1  b u t  t y p i c a l l y  i s  a b o u t  0 . 0 5 .  
V o e v o d i n  e t  a l .  [ 1 2 1 ]  f o u n d  t h a t  t a - C  f i l m s  b e h a v e  d i f f e r e n t l y  c o m p a r e d  t o  a - C :  H  f i l m s  i n  
v a c u u m ,  w i t h  t a - C  f i l m s  p r o d u c i n g  h i g h e r  f r i c t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  b e t w e e n  0 . 1  t o  0 . 1 5 .  T h e  
p r e s e n c e  o f  h y d r o g e n  a p p e a r s  t o  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e  t h e  f r i c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f D L C  f i l m s .  
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o  
o  1 . 9  7  
- -
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t a - C  8 0 - 8 8  3 . 1  2 . 5  7 5 7  0 . 1 - 0 . 1 5  
a - C : H  h a r d  4 0  3 0 - 4 0  1 . 6 - 2 . 2  1 1 - 1 . 7  1 0 - 2 0  
-
0 . 0 5  
a - C : H  s o f t  
6 0  4 0 - 5 0  1 . 2 - 1 . 6  1 . 7 - 4  < 1 0  - -
t a - C : H  7 0  3 0  2 . 4  2 . 0 - 2 . 5  5 0  3 0 0  
-
P o l y e t h y l e n e  1 0 0  6 7  0 . 9 2  6  0 . 0 1  
- -
T a b l e  5 :  C o m p a r i s o n  o f  m a j o r  p r o p e r t i e s  o f  a m o r p h o u s  c a r b o n  w i t h  t h o s e  o f  r e f e r e n c e  
r u a m o n d ,  g r a p h i t e  a n d  p o l y e t h y l e " e  1 1 1 5 1 .  
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T h e  l o w  f r i c t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  D L C  f i l m s  a r e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  b e h a v i o u r  o f  i t s  v e r y  t o p  
s u r f a c e  l a y e r .  D L C  f i l m s  a r e  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  b y d r o p h o b i c  i n  n a t u r e  d u e  t o  i t s  d a n g l i n g  
b o n d s  b e i n g  p a s s i v a t e d  b y  C - H  b o n d s .  S u c h  s u r f a c e s  o n l y  c o n t a c t  e a c b  o t h e r  t h r o u g h  v a n  d e r  
W a a l s  f o r c e s  a n d  i f  u n d e r  p r e s s u r e ,  t h e  c o n t a c t  w i l l  b e  e l a s t i c .  A s  t b e  c o n t a c t  s b e a r s ,  i t  t e n d s  
t o  b r e a k  a t  t h e  w e a k e r  v a n  d e r  W a a l s  b o n d s  r a t h e r  t h a n  t h e  s t r o n g  b u l k  C - C  b o n d s .  H e n c e  t h e  
f r i c t i o n  f o r c e  h a s  a n  a d h e s i v e / d e f O I  m a t i o n  n a t u r e  r a t h e r  t h a n  a b r a s i v e .  D u e  t o  t h e  
b y d r o p h o b i c  p r o p e r t y  o f D L C ,  a n  i n t e r l a y e r  o f  w a t e r  a l s o  p r o v i d e s  a d h e s i v e  c o n t a c t  [ 1 1 5 ] .  
F r i c t i o n  b e t w e e n  a  D L C  s u r f a c e ,  s u c h  a s  a - C : H ,  a n d  a n o t h e r  m a t e r i a l  c a u s e s  a  t r a n s f e r  l a y e r  
o f  a - C : H  t o  b e  f O l l n e d  o n  t b e  o t h e r  s u r f a c e ,  c r e a t i n g  t w o  s i m i l a r  a r t i c u l a t i n g  h y d r o p h o b i c  
s u r f a c e s .  T h i s  p h e n o m e n o n  r e s u l t s  i n  l o w  f r i c t i o n  c o e f f i c i e n t s  [ 1 2 1 ] .  H i g b  h u m i d i t y  a f f e c t s  
t b e  f O l l f l a t i o n  o f  t h i s  t r a n s f e r  l a y e r  a n d  w i t h o u t  i t  b o t h  s u r f a c e s  a r e  n o  l o n g e r  h y d r o p b o b i c  
a n d  c o n s e q u e n t l y  i n c r e a s e s  t h e  f r i c t i o n  c o e f f i c i e n t  [ 1 1 5 ] .  T h e  t a - C  f i l m s  b e h a v e  s l i g h t l y  
d i f f e r e n t l y  b y  t r a n s f o l l n i n g  i t s  c o n t a c t  a r e a  i n t o  g r a p h i t i c  l a y e r s  w h i c h  c a n  t r a n s f e r  a n d  a c t  a s  
a  s o l i d  l u b r i c a n t .  I n c r e a s i n g  h u m i d i t y  w i t h  t h i s  t y p e  o f  f i l m  a s s i s t s  i n  d e c r e a s i n g  t h e  f r i c t i o n  
c o e f f i c i e n t  [ 1 2 1 ] .  
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W e a r  r a t e s  o f  a  m a t e r i a l  a r e  i n v e r s e l y  p r o p o r t i o n a l  t o  i t s  h a r d n e s s ,  m e a n i n g  h a r d e r  s u r f a c e s  
s h o w  l o w e r  w e a r  r a t e s .  C o n s i s t e n t  w i t h  h a r d n e s s  v a l u e s  d i s p l a y e d  i n  T a b l e  5 ,  t a - C  f i l m s  s h o w  
s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  w e a r  r a t e s  c o m p a r e d  t o  a - C : H  f i l m s  [ l i S ] .  
2 . 2 . 3 . 3 .  A P P L I C A T I O N S  
D L C  f i l m s  h a v e  w i d e s p r e a d  a p p l i c a t i o n s  a s  p r o t e c t i v e  c o a t i n g s  i n  a r e a s  s u c h  a s  o p t i c a l  
w i n d o w s ,  m a g n e t i c  s t o r a g e  d i s k s ,  c a r  p a r t s ,  b i o m e d i c a l  c o a t i n g s  a n d  a s  m l c r o -
e l e c t r o m e c h a n i c a l  d e v i c e s  ( M E M s ) .  
T h e  t a - C  f i l m s  a r e  b e i n g  i n v e s t i g a t e d  f o r  a p p l i c a t i o n  i n  M E M s  i n s t e a d  o f  p o l y s i l i c o n ,  d u e  t o  
i t s  h a r d n e s s  a n d  l o w  s u r f a c e  r o u g h n e s s  [ 1 2 2 ] .  D L C  c o m p a r e d  t o  C V D  p o l y c r y s t a l l i n e  
d i a m o n d  i s  a d v a n t a g e o u s  d u e  t o  i t s  a m o r p h o u s  n a t u r e  w i t h  n o  g r a i n  b o u n d a r i e s ,  w h i c h  r e s u l t s  
i n  a n  e x t r e m e l y  s m o o t h  f i l m .  T h e  d e p o s i t i o n  o f  D L C  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  i s  b e n e f i c i a l  w h e n  
d e p o s i t i n g  o n t o  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v e  s u b s t r a t e s  s u c h  a s  p l a s t i c  [ l i S ] .  
T h e  e x t r e m e l y  g o o d  c o v e r a g e  a n d  c o r r o s i o n  r e s i s t i v e  p r o p e r t i e s  o f  D L C  a r e  b e i n g  e x p l o i t e d  
i n  c o a t i n g s  f o r  d i s k s  a n d  r e c o r d i n g  h e a d s  i n  m a g n e t i c  s t o r a g e  d e v i c e s  [ 1 2 3 ] .  T h i s  i s  o n e  o f  i t s  
m o s t  i m p o r t a n t  u s e s ,  a s  a  p r o t e c t i v e  c o a t i n g  f o r  s t o r a g e  d e v i c e s  s u c h  a s  i n  c o m p u t e r  h a r d  
d r i v e s .  D L C  i s  u s e d  b e c a u s e  o f  i t s  n a n o r o u g h n e s s  a n d  c h e m i c a l l y  i n e r t  n a t u r e .  D L C  h a s  n o  
c o m p e t i t o r s  a s  a  c o a t i n g  m a t e r i a l  f o r  t h i s  a p p l i c a t i o n .  
T h e  h a r d n e s s  a n d  l o w  f r i c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  D L C  c o m b i n e d  w i t h  t h e  g o o d  a d h e s i o n  p o s s i b l e  
w i t h  n e w  c o a t i n g  m e t h o d s  h a s  l e a d  t o  i t s  u s e  f o r  c u t t i n g  t o o l s ,  a u t o  p a r t s  a n d  t e x t i l e  m a c h i n e  
p a r t s  [ 1 2 4 ] .  
D L C  b a s e d  c o a t i n g s  a r e  n o w  h i g h l y  s u c c e s s f u l  i n  c o l d  e x t r u s i o n  d i e s .  B e f o r e  D L C  c o a t i n g s ,  
t h e  m i l d  s t e e l  b i l l e t s  w e r e  p r e - d i p p e d  i n  M O S 2  b e f o r e  e x t r u s i o n  i n  o r d e r  t o  p r o v i d e  
l u b r i c a t i o n .  I n  s o m e  c a s e s  t h e  d i e s  h a d  t o  b e  r e p o l i s h e d  t o  p r o v i d e  a  s m o o t h  s u r f a c e .  W i t h  t h e  
D L C  c o a t i n g s  i t  w a s  p o s s i b l e  t o  i n c r e a s e  t h e  p r o d u c t i o n  r a t e  b y  e l i m i n a t i n g  t h e  p r e  
l u b r i c a t i o n  s t e p  a n d  w i t h  n o  s i g n  o f  w e a r  [ 1 2 5 ] .  
I n  t h e  b i o m e d i c a l  f i e l d ,  D L C  f i l m s  a r e  o f  p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  a s  a  p r o t e c t i v e  c o a t i n g  f o r  
i m p l a n t s .  T h e  e x c e l l e n t  w e a r  r e s i s t a n c e ,  s t e r i l i z a t i o n - c o m p a t i b i l i t y ,  a n d  n o n  l e a c h i n g  
p r o p e r t i e s  o f  D L C  m a k e  i t  i d e a l  f o r  k e y  p i v o t  p o i n t s  a n d  w e a r  s u r f a c e s  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 4 .  
I n  a d d i t i o n  t o  i t s  f a v o u r a b l e  p r o p e r t i e s ,  i t  i s  a l s o  b e i n g  e v a l u a t e d  a s  a  m e t h o d  o f  e l i m i n a t i n g  
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a l l e r g i c  r e a c t i o n s  p a t i e n t s  e x p e r i e n c e  t o w a r d s  c e r t a i n  m e t a l l i c  i m p l a n t s .  A  t e a m  l e a d  b y  
P r o f e s s o r  J o e  F r a n k s  a t  t h e  B r u n e I  U n i v e r s i t y  r e c e n t l y  i m p l a n t e d  D L C  c o a t e d  k n e e  i m p l a n t s  
( r e f e r  F i g u r e  2 5 )  i n t o  t w o  a r t h r i t i c  p a t i e n t s  a l l e r g i c  t o  t h e  m e t a l  c o m p o n e n t s  u n d e r n e a t h .  T b e  
b i o c o m p a t i b l e  c o a t i n g  u n l i k e  o t h e r  t y p e s  o f  c o a t i n g s  d o e s  n o t  t r i g g e r  c o a g u l a t i o n  o f  b l o o d .  
T h e  c o a t i n g  w a s  a l s o  i m p o r t a n t  a s  i t  p r e v e n t e d  c o l o n i z a t i o n  o f  t h e  t i s s u e  b y  b a c t e r i a .  T h e s e  
D L C  c o a t i n g s  w e r e  a p p l i e d  o v e r  c o b a l t - c h r o m i u m  i m p l a n t s  [ 1 2 6 ] .  
F i g u r e  2 3 :  D L C  c o a t e d  p u n c h e s  f o r  h i g h  p e r f o r m a n c e  a n d  e x t e n d e d  l i f e t i m e s  1 1 2 5 1  .  
•  
•  ~ 
F i g u r e  2 4 :  D L C  c o a t i n g s  p r o v i d e  b i o c o m p a t i b l e  s u r f a c e  f o r  k e y  p i v o t  p o i n t s  a n d  w e a r  s u r f a c e s  1 1 2 7 1 .  
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D u e  t o  t h e  g o o d  h a e m o c o m p a t i b i l i t y  o f  D L C  a  f e w  c o m p a n i e s  h a v e  D L C  c o a t e d  i m p l a n t s  
a l r e a d y  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  o r  i n  t h e  s t a t e  o f  d e v e l o p m e n t  s u c h  a s  t h e  C a r d i o  C a r b o n  
C o m p a n y  L t d  a n d  P H Y T l S .  T h e  C a r d i o  C a r b o n  C o m p a n y  L i m j t e d  h a s  s t a t e d  t h a t  i t  h a s  a  
D L C  c o a t e d  t i t a n i u m  m e c h a n i c a l  h e a r t  v a l v e  ( r e f e r  F i g u r e  2 6 a )  u n d e r  d e v e l o p m e n t ,  w h i l e  
P H Y T I S  i s  c u r r e n t l y  s e l l i n g  D L C  c o a t e d  s t e n t s  ( r e f e r  F i g u r e  2 6 b )  a n d  r e p o r t i n g  a  r e d u c e d  
r a t e  o f  r e s t e n o s i s  d u e  t o  t h e  c o a t i n g  [ 1 2 8 ] .  
W i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  p l a s m a  e n h a n c e d  c h e m i c a l  v a p o u r  d e p o s i t i o n ,  l o w  t e m p e r a t u r e  
d e p o s i t i o n  o f  D L C  c o a t i n g s  i s  p o s s i b l e ,  e n a b l i n g  a p p l i c a t i o n  o n t o  a  w i d e r  v a r i e t y  o f  m a t e r i a l s  
f r o m  m e t a l s  t o  c e r a m i c s  a n d  p l a s t i c s .  D L C  c o a t i n g s  w e r e  a p p l i e d  o n t o  t h e  e x t e r n a l  s u r f a c e  o f  
p l a s t i c  u r i n a r y  c a t h e t e r s  ( r e f e r  F i g u r e  2 7 )  t o  i n c r e a s e  t h e  e a s e  o f  i n s e r t i o n  a n d  r e d u c e  
e n c r u s t a t i o n .  D L C  w a s  a l s o  a p p l i e d  o n t o  b o n e  d r i l l s  t o  r e d u c e  f r i c t i o n  a n d  w e a r  [ 1 2 9 ]  .  
•  
F i g u r e  2 5 :  D L C  c o a t e d  k n e e  i m p l a n t  t e s t e d  b y  t e a m  a t  B r u n e i  U n i v e r s i t y  1 1 2 6 1 .  
( . )  ( b )  
F i g u r e  2 6 :  ( a )  D L C  c o a t e d  m e c h a n i c a l  h e a r t  v a l v e  b y  C a r d i o  C a r b o n  C o m p a n y  L t d .  1 1 2 8 1  ( b )  D L C  
c o a t e d  s t e n t  b y  P H Y T I S  1 1 2 8 1 .  
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T h e  a b i l i t y  t o  v a r y  t h e  c o l o u r  o f  D L C  c o a t i n g s  b y  a l t e r i n g  c o a t i n g  t h i c k n e s s  m a k e s  i t  p o s s i b l e  
f o r  a e s t h e t i c  a p p l i c a t i o n s  w h i c h  w o u l d  p r o v i d e  l o n g  l a s t i n g  p r o t e c t i o n .  T h e s e  c o a t i n g s  a r e  
a l s o  b e i n g  c o n s i d e r e d  f o r  e x t e r n a l  o b j e c t s  t h a t  c o m e  i n t o  c o n t a c t  w i t h  s k i n ,  s u c h  a s  w a t c h  
s t r a p s ,  t o  r e d u c e  a l l e r g i c  r e a c t i o n s  e x p e r i e n c e d  b y  c e r t a i n  c o n s u m e r s  [ 1 2 9 ] .  
U U A R Y C A T H E I  E R  
A S T H E  l i t :  A P P E A L  
. .  I E U O R I . . 1 .  
F i g u r e  2 7 :  A p p l i c a t i o n s  o f  D L C  c o a t i n g s  1 1 2 9 1 .  
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[ 2 . 3 .  C E L L - M A T E R I A L  I N T E R A C T I O N  
M e t h o d s  o f  i m p r o v i n g  i m p l a n t  f i x a t i o n  h a v e  a t t r a c t e d  c o n s i d e r a b l e  r e s e a r c h  o v e r  t h e  p a s t  3 0  
y e a r s .  C u r r e n t l y  t h e r e  e x i s t  t h r e e  m a i n  t y p e s  o f  f i x a t i o n :  
•  M e c h a n i c a l  I n t e r l o c k i n g :  
A c h i e v e d  e i t h e r  b y  p r e s s - f i t t i n g  t h e  i m p l a n t  [ 1 3 0 ] ,  b y  u s i n g  p o l y m e t h y l m e t h a c r y l a t e  
( P M M A )  a s  a  g r o u t i n g  a g e n t  [ 1 3 1 ] ,  o r  b y  u s i n g  t h r e a d e d  c o m p o n e n t s  [ 1 3 2 ] .  
•  B i o l o g i c a l  F i x a t i o n :  
I n v o l v i n g  a l t e r a t i o n s  t o  t h e  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  b y  c r e a t i n g  t e x t u r e d  o r  p o r o u s  s u r f a c e s  
w h i c h  a l l o w  b o n e  t o  g r o w  i n t o  t h e  i n t e r s t i c e s  [ 1 3 3 ] .  
•  D i r e c t  C h e m i c a l  B o n d i n g  
A p p l i c a t i o n  o f  a  b i o a c t i v e  s u r f a c e  c o a t i n g  s u c h  a s  h y d r o x y a p a t i t e  w i t h  a  s i m i l a r  
m i n e r a l  s t r u c t u r e  t o  b o n e  p r o m o t e s  b o n e  g r o w t h  a n d  d i r e c t  c h e m i c a l  b o n d i n g  [ 1 3 4 ] .  
T h e  g o a l s  o f  f i x a t i o n  a r e  t o  p r o d u c e  c o n t a c t  s t r e s s e s  o n  b o n e  w i t h i n  a c c e p t a b l e  l i m i t s ,  
e l i m i n a t e  r e l a t i v e  m o t i o n  ( m i c r o m o t i o n )  b e t w e e n  t h e  i m p l a n t  a n d  s u p p o r t i n g  b o n e ,  a n d  
m a i n t a i n i n g  r e s u l t a n t  s t r e s s e s  i n  b o n e  c l o s e  t o  n o r m a l  l e v e l s  t o  r e t a i n  i t s  i n t e g r i t y  [ 1 3 5 ] .  
A c c o r d i n g  t o  W o l f f s  L a w ,  b o n e  n e e d s  t o  b e  c o n t i n u a l l y  s t r e s s e d  i n  o r d e r  t o  r e g e n e r a t e  a n d  
s t r e n g t h e n ,  w i t h o u t  t h i s  s t r e s s  s h i e l d i n g  w i l l  r e s u l t ,  w h i c h  w o u l d  l e a d  t o  b o n e  r e  s o r p t i o n  a n d  
e v e n t u a l l y  i m p l a n t  f a i l u r e .  M i c r o m o t i o n  w i t h i n  t h e  i m p l a n t  z o n e  n o r m a l l y  r e s u l t s  i n  t h e  
f o r m a t i o n  o f  a  f i b r o u s  t i s s u e  l a y e r  a t  t h e  b o n e - i m p l a n t  i n t e r f a c e ,  w h i c h  c a n  l e a d  t o  a s e p t i c  
l o o s e n i n g  [ 1 3 5 ] .  
B o t h  t h e  a b o v e  p r o b l e m s  c a n  b e  s o l v e d  b y  d i r e c t  b o n e - i m p l a n t  c o n t a c t .  T h i s  m u s t  b e  
a d d r e s s e d  a t  t h e  b i o l o g i c a l  l e v e l  b y  u n d e r s t a n d i n g  t h e  a f f e c t  o f  i m p l a n t  s u r f a c e  t o p o g r a p h i e s  
a n d  c h e m i s t r i e s  o n  b o n e  r e s p o n s e .  I n  v i v o  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  a b i l i t y  o f  m a t e r i a l s  t o  
s u p p o r t  b o n e  f o r m a t i o n  c a n  b e  e n h a n c e d  b y  a l t e r i n g  t h e  p h y s i c a l  [ 1 3 6 - 1 3 8 ] ,  c h e m i c a l  [ 1 3 9 ,  
1 4 0 ] ,  a n d  b i o l o g i c a l  [ 1 4 1 ,  1 4 2 ]  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  s u r f a c e .  T h e s e  c h a n g e s  a i m  t o  p r o m o t e  
t h e  m i g r a t i o n  o f  m e s e n c h y m a l  c e l l s  t o  t h e  i m p l a n t ,  e n h a n c e  t h e i r  a t t a c h m e n t  a n d  
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p r o l i f e r a t i o n ,  a n d  s t i m u l a t e  t h e i r  o s t e o b l a s t i c  d i f f e r e n t i a t i o n .  T h e s e  p r e l i m i n a r y  b i o l o g i c a l  
a c t i v i t i e s  l e a d  t o  a  s e q u e n c e  o f  r e a c t i o n s  w h i c h  i n f l u e n c e  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  i m p l a n t -
t i s s u e  i n t e r f a c e  i n  t h e  e n s u i n g  s t a g e s .  
B o n e  F o r m a t i o n  
P r i m a r y  
f i x a t i o n  
B e t t e r  
n - f e r  
I  
I M P L A N T  S U C C E S S  
•  
F i g u r e  2 8 :  F a c t o r s  a f f e c t i n g  i m p l a n t  i n t e g r a t i o n  1 8 7 1 .  
2 . 3 . 1 .  S U R F A C E  R O U G H N E S S  
F l O x l m l t y  
o f  B o n e  t o  
I m p l a n t  
~ 
C e l l  
R e g c e f a t i o n  
B o n e  
F o r m a t i o n  
S u r f a c e  r o u g h n e s s  i s  a n  e x t r e m e l y  b r o a d  t e l l n  e n c o m p a s s i n g  a l l  t y p e s  o f  s u r f a c e  d e f o l l l 1 i t i e s  
w h e t h e r  p u r p o s e f u l l y  c r e a t e d  o r  a c c i d e n t a l .  S u r f a c e  r o u g h n e s s  i s  g e n e r a l l y  r e p o r t e d  a s  t h e  
r o o t  m e a n  s q u a r e  ( R M S )  a v e r a g e  o f  t h e  p e a k s  a n d  v a l l e y s  o f  a  s u r f a c e ,  o r  t h e  t o t a l  a r e a  o f  t h e  
p e a k s  a n d  v a l l e y s  d i v i d e d  b y  a n  e v a l u a t i o n  l e n g t h  ( a v e r a g e  r o u g h n e s s ,  R a ) .  M a n y  s t u d i e s  
e v a l u a t i n g  c e l l - m a t e r i a l  i n t e r a c t i o n s  h a v e  u t i l i s e d  t h i s  f o r m  o f  m e a s u r e m e n t  t o  i n d i c a t e  t h e  
t y p e  o f  s u r f a c e  a  c e l l  i n t e r a c t s  w i t h  [ 1 4 3 - 1 4 7 ] .  T h e y  h a v e  s h o w n  t h r o u g h  t h e s e  s t u d i e s  t h a t  
c e l l s  a r e  i n f l u e n c e d  b y  t h e  u n d e r l y i n g  s u b s t r a t e  a n d  h a v e  p r o v i d e d  s o m e  i n f O l  m a t i o n  a s  t o  
h o w  c e l l  c h a r a c t e r i s t i c s  c h a n g e  w i t h  c h a n g e s  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s .  H o w e v e r ,  t h e s e  s t u d i e s  d o  
n o t  c l e a r l y  d e f i n e  e x a c t l y  w h a t  f e a t u r e s  o f  t h e s e  s u r f a c e s  i n f l u e n c e  c e l l  g r o w t h  a n d  h o w .  T h i s  
s t u d y  e n d e a v o u r e d  t o  p r o v i d e  i n f o l l l l a t i o n  o n  e x a c t l y  w h a t  f e a t u r e s  o f  a  s u b s t r a t e  ( e . g .  
s t r a i g h t - e d g e d  g r o o v e s ,  b l u n t  c i r c u l a r  p i l l a r s  o r  a  d i s c o n t i n u o u s  p i t t e d  t o p o g r a p h y )  e n h a n c e  o r  
h a r m  c e l l  g r o w t h  a n d  w h a t  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  c e l l  g r o w t h  ( e . g .  v i a b i l i t y ,  a t t a c h m e n t ,  
p r o l i f e r a t i o n  e t c . )  w e r e  a f f e c t e d .  
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S t u d i e s  e v a l u a t i n g  s u r f a c e  r o u g h n e s s  o n  b o n e ,  h a v e  f o u n d  b e t t e r  b o n e  f i x a t i o n  f o r  i m p l a n t s  
w i t h  a  r o u g h  s u r f a c e  s t r u c t u r e  c o m p a r e d  t o  s m o o t h  s u r f a c e s ,  d u e  t o  m i c r o s c o p i c  t i s s u e / c e l l  
i n g r o w t h  [ 1 3 6 ] .  S e v e r a l  s t u d i e s  [ 6 9 ,  7 9 ,  1 3 6 ]  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  s u r f a c e  r o u g h n e s s  d e t e r m i n e s  
t h e  s h e a r  s t r e n g t h  o f  t h e  i m p l a n t - b o n e  i n t e r f a c e ,  w h i c h  h a s  p r o v e n  t o  b e  i m p o r t a n t  f o r  l o n g -
t e r m  f i x a t i o n .  
O n  t h e  c e l l u l a r  l e v e l ,  s u r f a c e  r o u g h n e s s  i s  k n o w n  t o  i n f l u e n c e  c e l l  a d h e s i o n ,  m o r p h o l o g y ,  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  [ 6 ,  1 4 8 ]  a n d  t h e r e f o r e  h a s  a  m a j o r  i n f l u e n c e  o n  t h e  e v o l u t i o n  
a n d  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  i m p l a n t - t i s s u e  i n t e r f a c e .  R o u g h  s u r f a c e s  h a v e  a l s o  d e m o n s t r a t e d  a  
t e n d e n c y  t o  e n h a n c e  m i n e r a l i z e d  t i s s u e  f o r m a t i o n  [ 1 4 9 ] .  I n  v i t r o  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  
o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  e x h i b i t  r o u g h n e s s - d e p e n d e n t  p h e n o t y p i c  c h a r a c t e r i s t i c s  [ 1 5 0 ] .  T h e  c e l l s  
t e n d  t o  a t t a c h  m o r e  r e a d i l y  t o  s u r f a c e s  w i t h  a  r o u g h e r  m i c r o t o p o g r a p h y  [ 1 5 0 , 1 5 1 ] .  
A s  y e t  a n  i d e a l  s u r f a c e  s t r u c t u r e  f o r  h a r d  t i s s u e  i m p l a n t s  i s  n o t  k n o w n ,  h o w e v e r  t h e r e  e x i s t  
o p t i m a l  r o u g h n e s s  r a n g e s  w h i c h  a f f e c t  t h e  p r o c e s s  o f  b o n e  i n t e g r a t i o n  i n  d i f f e r e n t  w a y s :  
•  L a t e r a l  a n d  v e r t i c a l  d i m e n s i o n s >  1 0 0  ! l m  - a d v a n t a g e o u s  i n  m e c h a n i c a l  i n t e r l o c k i n g  
( s t a b i l i t y )  o f  i m p l a n t s  t o  b o n e  t i s s u e  [ 1 5 2 ,  1 5 3 ] .  
•  L a t e r a l  a n d  v e r t i c a l  d i m e n s i o n s  b e t w e e n  1  t o  1 0 0  ! l m  - i n f l u e n c e s  b o n e  f o r m a t i o n  
[ 1 5 4 ,  1 5 5 ] ,  c e l l  p o l a r i t y ,  a d h e s i o n ,  o r i e n t a t i o n  a n d  m o r p h o l o g y  [ 1 5 2 ] .  
•  L a t e r a l  d i m e n s i o n s  <  1  ! l m  - a f f e c t s  f o c a l  c o n t a c t s  a n d  c y t o s k e l e t a l  a r r a n g e m e n t  [ 1 5 5 ,  
1 5 6 ] ,  a d s o r p t i o n  a n d  c o n f o r m a t i o n  o f  b i o m o l e c u l e s  s u c h  a s  p r o t e i n s ,  a l o n g  w i t h  
a d h e s i o n  a n d  m o r p h o l o g y .  
•  V e r t i c a l  d i m e n s i o n  f r o m  0 . 0 5  t o  a  f e w  m i c r o n s  - i n f l u e n c e s  t h e  o r i e n t a t i o n  o f  c e l l s  
[ 1 5 4 - 1 5 6 ] .  
T h e  a b o v e  r o u g h n e s s  r a n g e s  p r o v i d e  a  g o o d  s t a r t i n g  p o i n t  w h e n  c r e a t i n g  w e l l - d e f i n e d  s u r f a c e  
f e a t u r e s  a s  w a s  d o n e  i n  t h i s  s t u d y .  
2 . 3 . 1 . 1 .  C O N T A C T  G U I D A N C E  
C o n t a c t  g u i d a n c e  r e f e r s  t o  t h e  o r i e n t a t i o n  o f  c e l l s  a c c o r d i n g  t o  t h e  t o p o g r a p h y  o f  t h e i r  
s u b s t r a t u m  a n d  h a s  b e c o m e  w e l l  e s t a b l i s h e d  a s  a  c h a r a c t e r i s t i c  f e a t u r e  o f  c e l l  b e h a v i o u r  
[ 1 5 7 ] .  I t  w a s  s t a t e d  b y  O h a r a  e t  a l .  [ 1 5 7 ]  t h a t  c o n t a c t  g u i d a n c e  o c c u r s  a s  a  r e s u l t  o f  f o c a l  
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c o n t a c t s  ( o r  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a )  e x t e n d i n g  f r o m  t h e  c e l l  a n d  a t t a c h i n g  t o  s u b s t r a t u m .  T h e s e  
l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  a r e  t h o u g h t  t o  s t e e r  a  c e l l  i n  t h e  d i r e c t i o n  o f  g r o w t h  a n d  m o v e m e n t .  I t  i s  
a s s u m e d  t h a t  a  m i n i m u m  l e n g t h  o f  a b o u t  2  l l m  i s  n e c e s s a r y  f o r  s u f f i c i e n t  f o c a l  a d h e s i o n .  I n  a  
r u l e d  s u b s t r a t u m ,  i t  i s  e v i d e n t  t h a t  f o r  a  c e l l  p e r p e n d i c u l a r  t o  t h e  g r o o v e s ,  t h e  m a x i m u m  
l e n g t h  f o r  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  i s  e q u a l  t o  t h e  w i d t h  b e t w e e n  t h e  g r o o v e s .  I f  t h e  c e l l  l i e s  
p a r a l l e l  t o  t h e  g r o o v e s ,  i t  h a s  a n  i n f i n i t e  a m o u n t  o f  s u b s t r a t e  f o r  f o c a l  c o n t a c t  a d h e s i o n .  
A s s u m i n g  t h a t  l o n g e r  c o n t a c t s  a n d  l a r g e r  n u m b e r s  o f  c o n t a c t s  p r o v i d e  b e t t e r  a d h e s i o n  t h a n  a  
f e w  s h o r t  c o n t a c t s ,  t h e r e  w o u l d  b e  g r e a t e r  t e n d e n c y  f o r  t h e  c e l l s  t o  a d h e r e  a n d  p r o g r e s s  
p a r a l l e l  t o  t h e  g r o o v e  s t r u c t u r e .  W i t h  w i d e r  g r o o v e s ,  c e l l s  w o u l d  b e  f r e e  t o  a d h e r e  a t  g r e a t e r  
a n g l e s  t o  t h e  g r o o v e s  [ 1 5 7 ] .  V e r y  f i n e  g r o o v e  s t r u c t u r e s  h a v e  p r o v e n  t o  b e  v e r y  e f f e c t i v e  i n  
p r o m o t i n g  c o n t a c t  g u i d a n c e  [ 1 5 8 ] .  
A l i g n e d  c e l l s  a r e  s a i d  t o  d e m o n s t r a t e  m o r e  f a v o u r a b l e  a d h e s i o n  b e h a v i o u r  t h a n  s p h e r i c a l l y  
s h a p e d  c e l l s .  T h i s  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  t h e  h i g h e r  d e n s i t y  o f  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  w h e n  t h e y  
w e r e  i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  g r o o v e  e d g e  a n d  s h o w e d  a  b e t t e r  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  c y t o s k e l e t o n  
a n d  s t r o n g e r  a c t i n  f i b r e s  [ 1 5 9 ] .  W e l l  s t r u c t u r e d  t o p o g r a p h i e s  r a t h e r  t h a n  r a n d o m l y  r o u g h e n e d  
s u r f a c e s  a r e  m o r e  i n f l u e n t i a l  i n  p r o v i d i n g  c o n t a c t  g u i d a n c e .  
2 . 3 . 1 . 2 .  C E L L U L A R  E F F E C T S  O F  R O U G H N E S S  
C e l l  m o r p h o l o g y  h a s  b e e n  f o u n d  t o  r e g u l a t e  a  r a n g e  o f  a s p e c t s  o f  c e l l  b e h a v i o u r  [ 1 6 0 ] ,  
i n c l u d i n g  c e l l  g r o w t h  [ 1 6 1 ] ,  E C M  m e t a b o l i s m  [ 1 6 2 ] ,  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  [ 1 6 3 ] ,  g e n e  
e x p r e s s i o n  [ 1 6 2 ]  a n d  e v e n  l i f e  a n d  d e a t h  [ 1 6 4 ] .  S u r f a c e  r o u g h n e s s  h a s  c o n s i d e r a b l e  i n f l u e n c e  
o n  a  c e l l ' s  m o r p h o l o g y .  H u n t e r  e t  a l .  [ 1 6 5 ]  f o u n d  t h a t  o n e  o f  t h e  m a i n  r e g u l a t o r s  o f  
p r o l i f e r a t i v e  r a t e  i n  a n c h o r a g e  d e p e n d e n t  c e l l s ,  s u c h  a s  o s t e o b l a s t s ,  i s  s h a p e .  C e l l s  i n  a  
r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  d i v i d e d  a t  a  l o w e r  r a t e  t h a n  t h o s e  f l a t t e n e d  a n d  w e l l - s p r e a d  o n  a  
s u b s t r a t u m .  H e n c e ,  c e l l s  w h i c h  a t t a c h  t o  a  m a t e r i a l  a n d  s p r e a d  l i t t l e  w i l l  s h o w  l o w e r  
p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  t h a n  t h o s e  m a t e r i a l s  w h i c h  a l l o w  g r e a t e r  s p r e a d i n g .  T h e s e  f i n d i n g s  w e r e  
s u p p o r t e d  b y  t h e  r e s e a r c h  o f  M a r t i n  e t  a l .  [ 1 6 6 ]  w h o  f o u n d  l o w e r  p r o l i f e r a t i o n  r a t e s  o n  
r o u g h e r  s u r f a c e s  a s  d e t e r m i n e d  b y  c e l l  v i a b i l i t y ,  D N A  c o n t e n t  o f  t h e  c u l t u r e s ,  a n d  C H ] -
t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n .  T h e  m a t u r a t i o n  s t a t e  o f  t h e  c e l l s  a l s o  i n f l u e n c e d  i t s  p r o l i f e r a t i o n  
r a t e ,  w i t h  m o r e  m a t u r e  c e l l s  p r o d u c i n g  l o w e r  p r o l i f e r a t i o n  r a t e s  o n  r o u g h e r  s u r f a c e s .  
D e c r e a s e d  p r o l i f e r a t i o n  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  i n c r e a s e d  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  o s t e o b l a s t  c u l t u r e s  
[ 1 6 7 - 1 6 9 ] ,  s u g g e s t i n g  s u r f a c e  r o u g h n e s s  m o d u l a t e s  n o t  o n l y  p r o l i f e r a t i o n  b u t  p h e n o t y p i c  
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e x p r e s s i o n  a s  w e l l  [ 1 6 6 ] .  W i t h  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  a s  a  m a r k e r  o f  d i f f e r e n t i a t i o n ,  
M a r t i n  e t  a l .  [ 1 6 6 ]  p r o v e d  t h a t  A L P  a c t i v i t y  w a s  i n c r e a s e d  o n  r o u g h e r  s u r f a c e s ,  a s  w a s  
o s t e o c a l c i n  p r o d u c t i o n .  
M a n y  s t u d i e s  e v a l u a t i n g  s u r f a c e  r o u g h n e s s  a r e  c o n d u c t e d  o n  r a n d o m l y  r o u g h e n e d  s u r f a c e s ,  
o b t a i n e d  v i a  e t c h i n g ,  p o l i s h i n g  o r  s a n d b l a s t i n g .  T h e s e  p r o v i d e  a  g o o d  a p p r o x i m a t i o n  o f  c e l l  
r e s p o n s e s  t o  r o u g h e r  a n d  s m o o t h e r  s u r f a c e s .  I n  a n  a t t e m p t  t o  a r r i v e  a t  a  m o r e  a c c u r a t e  s e t  o f  
p a r a m e t e r s  t h a t  w o u l d  p r o m o t e  t h e  g r e a t e s t  d e g r e e  o f  c e l l  g r o w t h ,  a d h e s i o n ,  p r o l i f e r a t i o n  a n d  
d i f f e r e n t i a t i o n ,  r e s e a r c h e r s  h a v e  r e c e n t l y  e m p l o y e d  l i t h o g r a p h i c  t e c h n i q u e s  n o r m a l l y  u t i l i s e d  
i n  t h e  s e m i c o n d u c t o r  i n d u s t r y .  W i t h  t h e s e  t e c h n i q u e s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  c r e a t e  r e p r o d u c i b l e  
t o p o g r a p h i e s  o f  a n y  s h a p e  a n d  d i m e n s i o n  f o r  t h e  p u r p o s e s  o f  r e s e a r c h .  A  s t u d y  b y  P a r k e r  e t  
a l .  [ 1 7 0 ]  o b s e r v e d  t h a t  r a n d o m l y  r o u g h e n e d  i m p l a n t  s u r f a c e s  g e n e r a l l y  e l i c i t e d  a  s t r o n g e r  a n d  
m o r e  p r o l o n g e d  i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n  c o m p a r e d  t o  s m o o t h  a n d  m o r e  r e g u l a r l y  o r g a n i s e d  
m i c r o g r o o v e d  s u r f a c e s .  
2 . 3 . 2 .  S U R F A C E  C H E M I S T R Y  
S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  e v e n  s l i g h t  d i f f e r e n c e s  i n  s u r f a c e  c o m p o s i t i o n  c a n  
i n f l u e n c e  c e l l  r e s p o n s e ,  e v e n  w h e n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  i s  u n c h a n g e d  [ 1 5 1 ,  1 7 1 - 1 7 7 ] .  T i t a n i u m  
a n d  i t s  o x i d e  l a y e r  a r e  a n  i d e a l  e x a m p l e  o f  t h e  v a s t  d i f f e r e n c e s  i n  c h e m i s t r y  b e t w e e n  o r d i n a r y  
b i o i n e r t  b u l k  t i t a n i u m  a n d  t h e  b i o a c t i v e  p r o p e r t i e s  o f  i t s  c r y s t a l l i z e d  o x i d e  l a y e r  [ 1 7 8 ] .  T h e  
s u r f a c e  c h e m i c a l  i n t e r a c t i o n s  o f  a  m a t e r i a l  w i t h  t h e  i n  v i v o  e n v i r o n m e n t  a r e  a t t r i b u t e d  t o  i t s  
s u r f a c e  c o m p o s i t i o n ,  c h a r g e  a n d  e n e r g y  ( o r  w e t t a b i l i t y ) .  
S u r f a c e  e n e r g y  i s  m e a s u r e d  b y  c a l c u l a t i n g  t h e  a n g l e  o f  c o n t a c t  b e t w e e n  a  s u r f a c e  a n d  a  
d r o p l e t  o f  w a t e r .  A  h i g h  e n e r g y  s u r f a c e  h a s  a  l o w  c o n t a c t  a n g l e ,  m e a n i n g  t h e  w a t e r  d r o p l e t  
s p r e a d s  o u t  o r  w e t s  t h e  s u r f a c e .  T h e s e  t y p e s  o f  s u r f a c e s  a r e  t e r m e d  h y d r o p h i l i c  [ 1 7 9 ] .  
H y d r o p h i l i c  s u r f a c e s  a r e  k n o w n  t o  p r o m o t e  c e l l  a t t a c h m e n t ,  m a k i n g  i t  a n  i m p o r t a n t  m a t e r i a l  
c h a r a c t e r i s t i c  f o r  o r t h o p a e d i c  i m p l a n t s  [ 1 8 0 ] .  
M a n y  s u r f a c e s  c o n s i d e r e d  t o  b e  h y d r o p h i l i c  w i l l  g e n e r a t e  c o n t a c t  a n g l e s  i n  t h e  r a n g e  1 0 °  t o  
3 0 ° ,  a n d  h i g h l y  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e s  c a n  g e n e r a t e  c o n t a c t  a n g l e s  b e t w e e n  7 0 °  t o  9 0 °  [ 1 8 1 ] .  
S u p e r  h y d r o p h i l i c  o r  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e s  w i l l  l i e  b e l o w  1 0 °  a n d  a b o v e  9 0 ° ,  r e s p e c t i v e l y .  
T h e  a d s o r p t i o n  o f  p r o t e i n s  o n t o  a n  i m p l a n t  s u r f a c e  i s  a n  e s s e n t i a l  d e t e r m i n a n t  o f  t h e  e n s u i n g  
i n t e r a c t i o n s  w i t h  c e l l s  s u c h  a s  o s t e o b l a s t s .  T h e  s u r f a c e  r e g i o n s  o f  a  p r o t e i n  a r e  l i k e l y  t o  b e  
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s t a b i l i z e d  b y  i o n i c ,  h y d r o g e n - b o n d ,  a n d  p o l a r  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  s u r r o u n d i n g  a q u e o u s  
p h a s e  w h i l e  t h e  c o r e  o f  t h e  p r o t e i n  w i l l  c o n t a i n  t h e  m a j o r  f r a c t i o n  o f  h y d r o p h o b i c  
c o m p o n e n t s  [ 1 8 2 ] .  A d s o r p t i o n  o f  a  p r o t e i n  o n  a  n o n - p o l a r  s u r f a c e  w o u l d  b e  d o m i n a t e d  b y  
n o n  p o l a r  o r  d i s p e r s i o n  f o r c e s .  T h i s  m a y  c a u s e  t h e  p r o t e i n s  t o  u n d e r g o  c o n f o r m a t i o n a l  
c h a n g e s  u p o n  a d s o r b i n g  a n d  e x p o s e  i t s  o w n  i n t e r n a l  n o n  p o l a r  g r o u p s  ( p r o c e s s  o f  
d e n a t u r a t i o n ) .  D e n a t u r a t i o n  m a y  i m p e d e  b o n e  c e l l  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  i m p l a n t  s u r f a c e .  A  
p r o t e i n  m o l e c u l e  a d s o r b i n g  o n t o  a  m o r e  p o l a r  s u r f a c e  w o u l d  i n t e r a c t  v i a  d i p o l e - d i p o l e  
i n t e r a c t i o n s .  T h i s  p r o c e s s  a c c o r d i n g  t o  H o f f i n a n  [ 1 8 2 ]  w o u l d  n o t  c a u s e  t h e  d e n a t u r i n g  o f  
p r o t e i n s .  
H a l l a b  e t  a l .  [ 1 8 3 ]  d e m o n s t r a t e d  t h a t  s u r f a c e  f r e e  e n e r g y  w a s  a  m o r e  i m p o r t a n t  c h a r a c t e r i s t i c  
t h a n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  f o r  c e l l  a d h e s i o n  s t r e n g t h  a n d  p r o l i f e r a t i o n .  R u a r d y  e t  a l .  [ 1 8 4 ]  
s h o w e d  h u m a n  f i b r o b l a s t  c e l l  s p r e a d i n g  i n c r e a s e d  w i t h  w e t t a b i l i t y  w h e n  g o i n g  f r o m  
h y d r o p h o b i c  t o  h y d r o p h i l i c  s u r f a c e s .  M o d e r a t e l y  h y d r o p h i l i c  s u r f a c e s  w e r e  s h o w n  t o  
p r o m o t e  t h e  g r e a t e s t  c e l l  a t t a c h m e n t  b y  W e b b  e t  a l .  [ 1 8 5 ] .  R e s e a r c h  b y  G r o t h  e t  a l .  [ 1 8 6 ]  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d e c r e a s e  i n  c e l l  p e r f o r m a n c e  o n  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e s  w a s  d u e  t o  a  t r a n s f e r  
o f  s i g n a l s  v i a  i n t e g r i n s  f r o m  t h e  s u b s t r a t u m  t o  t h e  c e l l  i n t e r i o r .  I n t e g r i n s  e x i s t  o n  f o c a l  
c o n t a c t s  a n d  a  d e c r e a s e d  w e t t a b i l i t y  i m p e d e s  t h e  t r a n s f e r  o f  s i g n a l s  v i a  t h e s e  i n t e g r i n s .  
W i t h o u t  t h e  e x t e n s i o n  a n d  a d h e s i o n  o f  f o c a l  c o n t a c t s ,  c e l l s  c e a s e  s p r e a d i n g  a n d  a t t a c h  w e a k l y  
t o  s u b s t r a t a  [ 1 8 6 ] .  O s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  v a r y i n g  i n t e g r i n  r e c e p t o r s  
d e p e n d i n g  o n  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  s u b s t r a t a  [ 1 8 7 ] .  
S u r f a c e  c h a r g e s ,  a  c o n t r i b u t i n g  f a c t o r  t o  s u r f a c e  e n e r g y ,  a r e  t h e  m e d i a t o r s  i n  c e l l  a t t a c h m e n t  
a n d  l o c o m o t i o n  [ 1 8 8 ] .  A n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  c h a r g e  d e n s i t y ,  w h e t h e r  p o s i t i v e  o r  n e g a t i v e ,  
i n c r e a s e s  t h e  p o l a r i t y  o f  t h e  s u r f a c e  a n d  h e n c e  t h e  s u r f a c e  e n e r g y .  A n  o b s e r v a t i o n  m a d e  b y  
M a r o u d a s  e t  a l .  [ 1 8 9 ]  w a s  t h a t  c e l l s  w i l l  a d h e r e  t o  e i t h e r  p o s i t i v e l y  o r  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  
s u r f a c e s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  c h a r g e  d e n s i t y  r a t h e r  t h a n  c h a r g e  s i g n  m a y  b e  t h e  p r i m a r y  
r e q u i r e m e n t  f o r  c e l l  a t t a c h m e n t  a n d  s p r e a d i n g .  H o w e v e r ,  o s t e o b l a s t  c e l l  i n t e r a c t i o n  a n d  b o n e  
f o r m a t i o n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  d i f f e r  o n  p o s i t i v e l y ,  n e g a t i v e l y  a n d  u n c h a r g e d  s u b s t r a t e s  [ 1 9 0 -
1 9 2 ] .  T h i s  v a r i a t i o n  i n  b o n e  f o r m a t i o n  i s  m a i n l y  s e e n  v i a  i t s  m o r p h o l o g y  ( r e f e r  F i g u r e  2 9 ) .  
D a v i e s  e t  a l .  f o u n d  t h a t  o s t e o b l a s t s  m i g r a t i n g  o v e r  s t r o n g l y  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  s u r f a c e s  w o u l d  
a d o p t  a n  e x t r e m e l y  f l a t t e n e d  m o r p h o l o g y  w h i l e  t h o s e  c o l o n i z i n g  w e a k l y  n e g a t i v e  s u b s t r a t a  
w o u l d  a d o p t  a  s t a n d - o f f  m o r p h o l o g y  w h e r e  t h e  c e l l  i s  s u p p o r t e d  b y  s e v e r a l  m i c r o s p i k e s  
[ 1 9 3 ] .  F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  r e v e a l e d  t h a t  o s t e o b l a s t s  a l s o  o b t a i n e d  a  f l a t t e n e d  m o r p h o l o g y  
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o n  w e a k l y  p o s i t i v e  s u r f a c e s  [ 1 9 4 ] .  T h e  m o r p h o l o g y  o b s e r v e d  o n  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  s u b s t r a t a  
d o e s  n o t  d i s p l a y  t h e  s p a c e  b e t w e e n  t h e  v e n t r a l  c e l l  m e m b r a n e  a n d  s u b s t r a t e .  D a v i e s  [ 1 9 5 ]  
h y p o t h e s i s e d  t h a t  t h i s  l a c k  o f  s p a c e  m a y  i m p e d e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  ( E C M )  p r o d u c t i o n .  
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F i g u r e  2 9 :  D i a g r a m m a t i c  v i e w  o f  t h e  m o r p h o l o g i c a l  d i f f e r e n c e s  w i t h  o s t e o b l a s t  m i g r a t i o n  o v e r  s u b s t r a t e s  
w i t h  v a r y i n g  s u r f a c e  c h a r g e  1 1 9 5 1 .  
I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  s u r f a c e  w e t t a b i l i t y  i s  n o t  o n l y  a f f e c t e d  b y  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  
s u r f a c e  b u t  a l s o  b y  i t s  r o u g h n e s s  [ 1 9 6 ] .  A  n u m b e r  o f  i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  s t u d i e d  t h e  i n f l u e n c e  
o f  s u r f a c e  r o u g h n e s s  o n  w e t t a b i l i t y  p a r a m e t e r s  b y  s t a t i c  a n d  d y n a m i c  c o n t a c t  a n g l e  
m e a s u r e m e n t s  [ 1 9 7 - 1 9 9 ] .  M o d e l l i n g  t h e  e f f e c t  o f  r o u g h n e s s  o n  c o n t a c t  a n g l e ,  i t  w a s  f o u n d  
t h a t  i n c r e a s e d  r o u g h n e s s  o n  a  h y d r o p h i l i c  ( 8  <  9 0 ° )  s u r f a c e  a c t s  t o  i n c r e a s e  i t s  h y d r o p h i l i c i t y ,  
a n d  s i m i l a r l y  o n  a  h y d r o p h o b i c  ( 9  >  9 0 " )  s u r f a c e  i t  a c t s  t o  i n c r e a s e  i t s  h y d r o p h o b i c i t y  [ 1 9 8 ] .  
M i c r o  t e x t u r e d  s u r f a c e s  w e r e  p r e s u m e d  t o  p o s s e s s  l o c a l  d i f f e r e n c e s  i n  s u r f a c e  f r e e  e n e r g y  
t h a t  p r o m o t e d  a  p a r t i c u l a r  d e p o s i t i o n  p a t t e r n  o f  t h e  s u b s t r a t u m - b o u n d  a t t a c h m e n t  p r o t e i n s  
[ 2 0 0 - 2 0 5 ] ,  h o w e v e r  t h e s e  t e x t u r e d  s u r f a c e  w e r e  n O l l n a l l y  t e s t e d  o n  m a t e r i a l s  o t h e r  t h a n  w h a t  
w e r e  a d d r e s s e d  i n  t h i s  t h e s i s .  B i c o  e t  a l .  [ 1 9 8 ]  d i s c o v e r e d  t h a t  p o r o u s  s u r f a c e s  t o o  
d e m o n s t r a t e  a  h y d r o p h i l i c  n a t u r e .  H e  c o n c l u d e d  t h a t  a  w a t e r  d r o p  e i t h e r  f o l l o w s  t h e  
t o p o g r a p h y ,  w h i c h  g e n e r a t e s  a n  e f f i c i e n t  d r o p  i n  c o n t a c t  a n g l e ,  o r  i t  s p r e a d s  i n s i d e  t h e  p o r e s ,  
w h i c h  w o u l d  a l s o  l e a d  t o  a  d e c r e a s e  i n  c o n t a c t  a n g l e .  D e s p i t e  r e s e a r c h e r s  a r r i v i n g  a t  t h e s e  
c o n c l u s i o n s  a b o u t  s u r f a c e  e n e r g y  o n  r o u g h e n e d  a n d  p a t t e r n e d  s u r f a c e s ,  i t  d o e s  n o t  n e c e s s a r i l y  
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e x p l a i n  h o w  w e t t a b i l i t y  v a r i e s  o n  a c c u r a t e l y  p a t t e r n e d  s u r f a c e s  w i t h  c p T i ,  D L C  o r  t i t a n i u m  
o x i d e  c o a t i n g s  a s  w a s  c r e a t e d  w i t h i n  t h i s  s t u d y .  H e n c e  a n  a c c u r a t e  c o n c l u s i o n  a b o u t  h o w  
c e l l s  w o u l d  i n t e r a c t  o n  t h e s e  p a t t e r n e d  s u r f a c e s  w i t h  v a r y i n g  s u r f a c e  c o a t i n g s  c a n n o t  y e t  b e  
s t a t e d .  
A p p a r e n t  f r o m  t h e  p r e c e d i n g  s e c t i o n s  w a s  t h e  i n f l u e n c e  s u r f a c e  c h e m i s t r y  a n d  t o p o g r a p h y  o f  
b i o m a t e r i a l s  e x e r t e d  o n  c e l l  r e s p o n s e .  T h e  f o l l o w i n g  d i s c u s s i o n s  w o u l d  r e v e a l  r e s e a r c h  t h a t  
h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  d o n e  o n  c e l l  r e s p o n s e  t o  t i t a n i u m  ( c p T i  &  t i t a n i u m  o x i d e )  a n d  D L C  
m a t e r i a l s ,  i n  t e r m s  o f  i t s  s u r f a c e  c h e m i s t r y  a n d  s t r u c t u r e .  S e c t i o n s  o n  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  
h a v e  b e e n  d i v i d e d  i n t o  i r r e g u l a r l y  o r g a n i s e d  s u r f a c e s  a c h i e v e d  v i a  p o l i s h i n g ,  e t c h i n g ,  s a n d  
b l a s t i n g  e t c .  a n d  r e g u l a r l y  o r g a n i s e d  s u r f a c e s  ( i . e .  o r g a n i s e d  r e p e a t a b l e  p a t t e r n s )  a c h i e v e d  
t h r o u g h  l i t h o g r a p h y ,  e t c h i n g ,  g r i n d i n g  e t c .  A  c o n s i d e r a b l e  a m o u n t  o f  r e s e a r c h  h a s  b e e n  
d e d i c a t e d  t o  c e l l  i n t e r a c t i o n  w i t h  r o u g h e n e d  t i t a n i u m  m a t e r i a l s .  H o w e v e r ,  n o n e  h a v e  t e s t e d  
o s t e o b l a s t  c e l l s  o n  l i t h o g r a p h i c a l l y  o b t a i n e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  c p T i  s u r f a c e  c o a t i n g .  A l s o  t o  
t h e  a u t h o r ' s  k n o w l e d g e ,  n o  r e s e a r c h  y e t  e x i s t s  o n  c e l l  i n t e r a c t i o n  w i t h  t i t a n i u m  o x i d e  o r  D L C  
c o a t i n g s  a p p l i e d  t o  l i t h o g r a p h i c a l l y  c r e a t e d  s u r f a c e s .  T h i s  s t u d y  p r o v i d e s  a  s i g n i f i c a n t  a m o u n t  
o f  i n f o r m a t i o n  t h a t  i s  l a c k i n g  i n  t h i s  a r e a  a n d  i t  p r o v i d e s  c o m p a r a t i v e  r e s u l t s  t h a t  c o u l d  
d e t e r m i n e  n o t  o n l y  t h e  t y p e  o f  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  b u t  a l s o  t h e  t y p e  o f  b i o m a t e r i a l  c o a t i n g  
p r e f e r r e d  b y  o s t e o b l a s t  c e l l s .  
2 . 3 . 3 .  T I T A N I U M  
2 . 3 . 3 . 1 .  S U R F A C E  C H E M I S T R Y  
S u r f a c e  c h e m i s t r y ,  i n  p a r t i c u l a r  w e t t a b i l i t y  o f  t i t a n i u m ,  i s  k n o w n  t o  a f f e c t  o s s e o i n t e g r a t i o n .  
C e l l s  e x h i b i t  m o r e  f a v o u r a b l e  c h a r a c t e r i s t i c s  o n  a  h y d r o p h i l i c  s u r f a c e ,  i . e .  a  s u r f a c e  w i t h  l o w  
c o n t a c t  a n g l e  a n d  h i g h  e n e r g y  [ 1 8 0 ] .  
A  s t u d y  b y  M a c D o n a l d  e t  a l .  [ 2 0 6 ]  m e a s u r e d  d i f f e r e n c e s  i n  c o n t a c t  a n g l e  o f  c p T i  s p e c i m e n s .  
A  h i g h l y  p o l i s h e d  c p T i  d i s k ,  a n d  a  c o m m e r c i a l l y  p r e p a r e d  s p e c i m e n  w a s  a n a l y s e d  b y  A F M  t o  
p o s s e s s  l o c a l  r o o t  m e a n  s q u a r e  ( R M S )  s u r f a c e  r o u g h n e s s  o f  4 . 4 5  ±  0 . 4 6  n m  a n d  2 2 . 3 7  ±  4 . 1 7  
n m ,  r e s p e c t i v e l y  a n d  p r o d u c e d  a v e r a g e  c o n t a c t  a n g l e s  o f  3 6 . 3
0  
±  3 . 5  a n d  3 9 . 1 0  ±  3 . 1  u s i n g  
d i s t i l l e d  w a t e r  a s  t h e  t e s t  l i q u i d .  T h e  l o w  c o n t a c t  a n g l e  i n d i c a t e d  a  h i g h e r  d e g r e e  o f  w e t t i n g ;  
h e n c e  a  m o r e  h y d r o p h i l i c  s u r f a c e .  T h e  d i f f e r e n c e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  d i d  n o t  s h o w  a n y  
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s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n  i n  c o n t a c t  a n g l e ,  o w i n g  m o s t  l i k e l y  t o  t h e  v e r y  s m a l l  d i f f e r e n c e  i n  
s u r f a c e  r o u g h n e s s .  R e s e a r c h  b y  K e l l e r  e t  a l .  [ 7 ]  i n v e s t i g a t e d  s u r f a c e  r o u g h n e s s  ( R a )  o f  c p T i  
a n d  T i - 6 A I - 4 V  a l l o y  b e t w e e n  4 0  n m  a n d  9 0 0  n m ,  r e s u l t i n g  i n  c o n t a c t  a n g l e s  o f  a b o u t  5 4 ° .  H e  
d i d  n o t  f i n d  a n y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  c o n t a c t  a n g l e s  o f  t h e  t w o  T i  m e t a l s  a n d  
b e t w e e n  t h e  v a r i o u s  s u r f a c e  r o u g h n e s s e s .  M a n y  s t u d i e s  u t i l i s e  t h e  c p T i  m e t a l ,  w h e r e a s  m a n y  
i m p l a n t s  a r e  c r e a t e d  f r o m  t h e  T i - 6 A I - 4 V  a l l o y ,  h e n c e  t h e  s t u d y  b y  K e l l e r  e t  a l .  [ 7 ]  w a s  
i m p o r t a n t  i n  d e t e r m i n i n g  h o w  g r e a t  a  d i f f e r e n c e  i n  s u r f a c e  c h e m i s t r y  e x i s t e d  b e t w e e n  t h e s e  
t w o  m e t a l s .  A  d i f f e r e n c e  i n  o x i d e  c h e m i s t r y  w a s  a p p a r e n t  b e t w e e n  t h e  t w o  m e t a l s  h o w e v e r  i n  
t h i s  c a s e  t h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  o s t e o b l a s t  c e l l  r e s p o n s e .  
L i m  e t  a l .  [ 1 9 7 ]  e v a l u a t e d  s u r f a c e  r o u g h n e s s  o v e r  a  m u c h  g r e a t e r  r a n g e  f r o m  0 . 3  t o  3  ! l m  a n d  
f o u n d  t h a t  c o n t a c t  a n g l e s  i n c r e a s e d  f r o m  4 5 °  t o  7 5 °  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s .  
T h e r e f o r e ,  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  r e s u l t e d  I n  a  m o r e  
h y d r o p h o b i c  s u r f a c e .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  b y  P o n s o n n e t  e t  a l .  [ 2 0 7 ] .  
A  s t u d y  b y  L i n c k s  e t  a l .  [ 2 0 8 ]  c o m p a r e d  t h e  c p T i  a n d  T i 6 A l 4 V  a l l o y  c h e m i s t r i e s .  
C o m m e r c i a l l y  p u r e  t i t a n i u m  s u r f a c e s  t r i g g e r e d  g r e a t e r  A L P a s e  p r o d u c t i o n  a n d  a n  i n c r e a s e  i n  
o s t e o c a l c i n  r e l e a s e  f r o m  M G 6 3  c e l l s  t h a n  t h o s e  o n  t h e  a l l o y .  T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  c p T i  
s u r f a c e s  w e r e  p r e f e r a b l e  f o r  b o n e  g r o w t h  t h a n  t h e  m o r e  p o p u l a r  T i 6 A l 4 V  a l l o y .  
O v e r a l l  i t  a p p e a r s  c p T i  h a s  a  r a t h e r  h y d r o p h i l i c  s u r f a c e ,  h o w e v e r  b e c o m i n g  i n c r e a s i n g l y  
h y d r o p h o b i c  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  w h i c h  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  r e s e a r c h  b y  B i c o  
e t  a l .  [ 1 9 8 ] .  A s  i n f o r m a t i v e  a s  t h e s e  s t u d i e s  w e r e ,  t h e  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  o b t a i n e d  d o  n o t  
n e c e s s a r i l y  l e n d  i t s e l f  s o  d i r e c t l y  t o  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d ,  p i t t e d  o r  p i l l a r e d  t o p o g r a p h i e s  
u t i l i s e d  i n  t h i s  s t u d y  a s  t h e s e  w e l l - d e f i n e d  s u r f a c e  s t r u c t u r e s  m a y  c o n s i d e r a b l y  a l t e r  t h e  
s u r f a c e  e n e r g y  o f t h e  m a t e r i a l .  
2 . 3 . 3 . 1 . 1 .  B O N E  C E L L  I N T E R A C T I O N  
T i t a n i u m  s u r f a c e s  p e r f o r m  q u i t e  e x c e p t i o n a l l y  w i t h i n  b o n e  c o m p a r e d  t o  m o s t  o t h e r  m e t a l s .  
R e s e a r c h  b y  P u l e o  e t  a l .  [ 2 0 9 ]  f o u n d  t h a t  t h e  c h e m i s t r y  o f  t i t a n i u m  c a u s e d  o s t e o b l a s t  c e l l s  t o  
e x h i b i t  b e t t e r  a n d  f a s t e r  a t t a c h m e n t  o n  T i  t h a n  a p a t i t e  s u r f a c e s .  A l s o  o s t e o b l a s t s  d e m o n s t r a t e d  
f a s t e r  a t t a c h m e n t  t o  T i  m a t e r i a l s  t h a n  p o l y s t y r e n e  o r  c o b a l t - c h r o m i u m  ( C o C r ) ,  w i t h  a  l a r g e r  
a n d  m o r e  w e l l - s p r e a d  m o r p h o l o g y  [ 2 1 0 ] .  
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A t t a c h m e n t  a n d  s p r e a d i n g  o f  a  c e l l  i s  a n  i m p o r t a n t  f i r s t  s t e p .  H o w e v e r ,  a  c e l l  c a n  s p r e a d  w e l l  
a n d  s t i l l  b e  u n l i k e l y  t o  e x p r e s s  a n  o s t e o b l a s t i c  p h e n o t y p e .  H e n c e ,  m a n y  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  
b e g u n  s t u d y i n g  h o w  o s t e o b l a s t i c  c e l l s  r e s p o n d  t o  v a r i o u s  e x p e r i m e n t a l  s u r f a c e s  u s i n g  
m a r k e r s  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  ( s u c h  a s  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y )  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  c e l l  
r e s p o n s e  r a t h e r  t h a n  o n l y  a t t a c h m e n t  a n d  s p r e a d i n g  [ 8 7 ] .  
W i n d e l e r  e t  a l .  [ 2 1 1 ]  i n v e s t i g a t e d  o s t e o b l a s t  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  f o u n d  t h a t  t h i s  c h a r a c t e r i s t i c  
o f  o s t e o b l a s t s ,  u n l i k e  p r o l i f e r a t i o n ,  w a s  a f f e c t e d  b y  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t i t a n i u m  s u r f a c e s .  
G r o n o w i c z  e t  a l .  [ 2 1 2 ]  e x a m i n e d  i n t e g r i n  m e d i a t e d  a d h e s i o n  o f  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  t o  
t i t a n i u m  s u r f a c e s  a n d  f o u n d  a  s i m i l a r  m e c h a n i s m  o f  a d h e s i o n  t o  t i t a n i u m  a s  p r e s e n t  w i t h  
f i b r o n e c t i n ,  s o m e w h a t  e x p l a i n i n g  t h e  s u c c e s s  o f  t i t a n i u m  a s  a n  i m p l a n t  m a t e r i a l .  
I n  v i v o  s t u d i e s  b y  S c h w a r t z  e t  a l .  [ 2 1 3 - 2 1 5 ]  w e r e  a b l e  t o  s h o w  t h a t  c o m p o s i t i o n  c a n  m o d i f y  
b o t h  t h e  l o c a l  a n d  s y s t e m i c  r e s p o n s e  i n  a  w o u n d  s i t e .  T i t a n i u m  m e t a l ,  c a p a b l e  o f  
o s t e o i n t e g r a t i o n ,  e n h a n c e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  m a t r i x  v e s i c l e s  a n d  e x t r a c e l l u l a r  o r g a n e l l e s  
a s s o c i a t e d  w i t h  p r i m a r y  c a l c i f i c a t i o n ,  w h i c h  i s  n o t  s e e n  i n  m a t e r i a l s  s u c h  a s  s t a i n l e s s  s t e e l .  
2 . 3 . 3 . 2 .  S U R F A C E  R O U G H N E S S  
S t u d i e s  e v a l u a t i n g  t h e  r o u g h n e s s  o f  t i t a n i u m  s u r f a c e s  o n  c e l l  g r o w t h  h a v e  b e e n  n u m e r o u s  a n d  
w i d e l y  v a r i e d .  A  g r e a t  m a n y  o f  t h e s e  s t u d i e s  h a v e  e v a l u a t e d  c e l l  i n t e r a c t i o n s  o n  r a n d o m l y  
r o u g h e n e d  ( e . g .  a c i d  e t c h e d ,  s a n d b l a s t e d ,  p o l i s h e d )  o r  p o r o u s  s u r f a c e s .  V e r y  f e w  s t u d i e s  e x i s t  
c o n s i d e r i n g  a c c u r a t e l y  s t r u c t u r e d  t i t a n i u m  t o p o g r a p h y  a n d  i t s  i n f l u e n c e  o n  c e l l  g r o w t h .  
2 . 3 . 3 . 2 . 1 .  B O N E  C E L L  I N T E R A C T I O N  
2 . 3 . 3 . 2 . 1 . 1 . I R R E G U L A R L Y  O R G A N I S E D  S U R F A C E S  
B o w e r s  e t  a l .  [ 1 5 0 ]  d e t e r m i n e d  t h a t  t h e  d e g r e e  o f  b o n e  c e l l  a t t a c h m e n t  v a r i e d  w i t h  s u r f a c e  
r o u g h n e s s  a n d  w i t h  t h e  r e g u l a r i t y  o f  t h e  s u r f a c e .  H e  t e s t e d  o s t e o b l a s t  a t t a c h m e n t  t o  s u r f a c e  
r o u g h n e s s  ( R a )  v a l u e s  b e t w e e n  0 . 1 4  t o  1 . 1 5  I l m  o n  r e g u l a r  a n d  i r r e g u l a r  t o p o g r a p h i e s  a n d  
f o u n d  m a x i m a l  a t t a c h m e n t  o n  i r r e g u l a r l y  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  w i t h  R a  o f  0 . 8 7  I l m .  I n  a d d i t i o n  
t o  t h i s ,  c e l l  a d h e r e n c e  a l s o  s h o w e d  m a r k e d  i m p r o v e m e n t  o n  r o u g h e r  t o p o g r a p h i e s .  S i m i l a r  
r e s u l t s  w e r e  f o u n d  i n  a n o t h e r  s t u d y  w h i c h  s h o w e d  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o n  s u r f a c e s  w i t h  
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r o u g h n e s s  b e t w e e n  0 . 2  a n d  7  / l m ,  d i s p l a y e d  g r e a t e r  a d h e r e n c e  a t  i n c r e a s e d  r o u g h n e s s .  C e l l s  
c u l t u r e d  o n  t h e  s m o o t h e r  s u r f a c e s  w e r e  h a r v e s t e d  w i t h  m i l d  t r y p s i n  d i g e s t i o n ,  w h e r e a s  c e l l s  
o n  r o u g h e r  s u r f a c e s  r e q u i r e d  a  m i n i m u m  o f  t w o  t r e a t m e n t s  f o r  c o m p l e t e  d e t a c h m e n t  [ 8 7 ] .  
T h e  d i f f e r i n g  r e s p o n s e  o n  r o u g h e r  T i  s u r f a c e s  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  w o r k  o f  D e l i g i a n n i  
e t  a l .  [ 1 4 6 ]  w h o  f o u n d  a  g r e a t e r  l e v e l  o f  f i b r o n e c t i n  a d h e r e n c e  o n  r o u g h e r  T i  s u r f a c e s  a s  
c o m p a r e d  w i t h  s m o o t h e r  s a m p l e s .  F i b r o n e c t i n  i s  w e l l  k n o w n  a s  a  c e l l  a d h e s i v e  p r o t e i n  [ 2 1 6 ] .  
S t u d i e s  w h i c h  i n v o l v e  c o a t i n g  a  T i  s u b s t r a t e  w i t h  t h i s  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  p r o t e i n  h a v e  
d e m o n s t r a t e d  a n  e n h a n c e d  f o r m a t i o n  o f f o c a l  a d h e s i o n s  b y  o s t e o b l a s t s  [ 2 1 7 ] .  
O s t e o b l a s t  c e l l s  d i s p l a y  b e t t e r  a t t a c h m e n t  o n  r o u g h e r  s u r f a c e s ,  h o w e v e r  i n  t e r m s  o f  
m o r p h o l o g y ,  t h e y  d i s p l a y  a  f l a t t e r  e x t e n s i v e l y - s p r e a d  p r o f i l e  o n  s m o o t h e r  t i t a n i u m  s u r f a c e s  
[ 2 1 8 ] .  I n  a d d i t i o n  t o  c h a n g e s  i n  c e l l  m o r p h o l o g y ,  t i t a n i u m  s u r f a c e  r o u g h n e s s  a l t e r s  t h e  
s t r u c t u r a l  o r g a n i z a t i o n  o f  c o m p o n e n t s  o f  c e l l  a d h e s i o n  l i k e  i n t e g r i n s  a n d  v i n c u l i n  c o n t a c t s  
[ 2 1 9 ] .  C e l l  s h a p e  a l s o  r e g u l a t e s  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  o r  e x p r e s s i o n  o f  f u n c t i o n a l  p r o t e i n s  [ 2 2 0 ] .  
D o m k e  e t  a l .  [ 2 2 1 ]  d i s c o v e r e d  t h e  p r e f e r e n c e  o f  o s t e o b l a s t s  t o  m e t a l l i c  s u r f a c e s  a s  o p p o s e d  t o  
g l a s s  o r  p o l y m e r s .  E x a m i n a t i o n  o f  t h e  c y t o m o r p h o l o g y  w a s  c o n d u c t e d  i n  o r d e r  t o  
c h a r a c t e r i z e  c e l l  a d h e s i o n .  O s t e o b l a s t s  g r o w n  o n  t i t a n i u m  m e t a l  s u r f a c e s  s h o w e d  a  l a r g e r  
c r o s s  s e c t i o n a l  a r e a  a n d  a  m u c h  f l a t t e r  m o r p h o l o g y .  O t h e r  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  c e l l  
s h a p e  a l l o w s  s t a t e m e n t s  a b o u t  t h e  q u a l i t y  o f  a d h e s i o n  [ 2 1 0 ] .  A  s t r o n g  a t t r a c t i o n  w o u l d  b e  
n e c e s s a r y  b e t w e e n  c e l l  a n d  s u b s t r a t e  i n  o r d e r  t o  o v e r c o m e  t h e  c e l l s  n a t u r a l  t e n d e n c y  t o  
a s s u m e  a  r o u n d e d  s h a p e ;  h e n c e  i t  i s  p o s s i b l e  t o  a s s u m e  t h a t  a  f l a t t e r  c e l l  w o u l d  r e s u l t  i n  b e t t e r  
a d h e s i v e  p r o p e r t i e s .  
A s  m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y ,  a l i g n e d  c e l l s  d i s p l a y  a  g r e a t e r  d e n s i t y  o f  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  
[ 1 5 9 ] .  E i s e n b a r t h  e t  a l .  [ 2 2 2 ]  d i s c o v e r e d  t h a t  a s  t h e  r o u g h n e s s  o f  t h e  g r o u n d  T i  s p e c i m e n s  
i n c r e a s e d ;  t h e r e  w a s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  o f  o r i e n t e d  c e l l s .  O n  p o l i s h e d  s u r f a c e s  w i t h  a n  
a v e r a g e  p e a k - t o - v a l l e y  h e i g h t  o f  0 . 0 4  / l m ,  I I  %  o f  t h e  c e l l s  w e r e  o r i e n t e d ;  a t  a  p e a k - t o - v a l l e y  
h e i g h t  o f  1 . 3 6  / l m ,  t h e  n u m b e r  o f  o r i e n t e d  c e l l s  i n c r e a s e d  t o  7 2 % .  T h i s  s t u d y  u t i l i s e d  a  
g r o o v e  d e p t h  i n  a  s i m i l a r  s c a l e  ( b e t w e e n  1 . 5  O m  t o  2  O m )  a s  t h e  r e s e a r c h  b y  E i s e n b a r t h  e t  a l .  
[ 2 2 2 ]  t o  e n s u r e  m a x i m u m  c e l l  o r i e n t a t i o n .  
P r o l i f e r a t i o n  r a t e s  o f  b o n e  c e l l s  o n  r a n d o m l y  r o u g h e n e d  t i t a n i u m  s u r f a c e s  w e r e  f o u n d  t o  
d e c r e a s e  w i t h  i n c r e a s i n g  s u r f a c e  r o u g h n e s s ,  w i t h  a  c o r r e s p o n d i n g  i n c r e a s e  i n  A L P a s e  a n d  
o s t e o c a l c i n  p r o d u c t i o n  i n d i c a t i n g  a n  i n c r e a s e  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  [ 2 0 8 ,  2 2 3 ] .  S m o o t h e r  s u r f a c e s  
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p r o m o t e d  h i g h e r  p r o l i f e r a t i o n  r a t e s  a t  t h e  c o s t  o f  c e l l  a d h e s i o n  [ 1 6 6 ,  2 2 4 ,  2 2 5 ]  a n d  a  l e s s  
d i f f e r e n t i a t e d  c e l l  s t a t e  [ 2 2 6 ] .  
S t u d i e s  u s i n g  c h o n d r o c y t e s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  e f f e c t s  o f  s u r f a c e  r o u g h n e s s  o n  
p r o l i f e r a t i o n  a r e  s e n s i t i v e  t o  t h e  m a t u r a t i o n  s t a t e  o f  t h e  c e l l s  [ 2 2 7 ] .  T h e  l e s s  m a t u r e  r e s t i n g  
c h o n d r o c y t e s  w e r e  c o m p a r a b l e  t o  M G 6 3  c e l l s ,  w h i c h  a r e  t h o u g h t  t o  r e p r e s e n t  r e l a t i v e l y  
i m m a t u r e  b o n e  c e l l s .  T h e  r e s t i n g  c h o n d r o c y t e s  s h o w e d  a  d e c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  
i n c r e a s i n g  r o u g h n e s s  w h i l e  t h e  m o r e  m a t u r e  g r o w t h  z o n e  c h o n d r o c y t e s  i n c r e a s e d  
p r o l i f e r a t i o n  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s .  
[ n  v i v o  e x p e r i m e n t s  r e v e a l e d  t h i c k e r  f i b r o u s  t i s s u e  e n c a p s u l a t i o n  o f  T i  i m p l a n t s  w i t h  
s m o o t h e r  s u r f a c e s .  F i b r o u s  t i s s u e s  w e r e  p r e s e n t  o n  r o u g h e r  s a m p l e s ,  b u t  t o  a  l e s s e r  e x t e n t  
[ 6 8 ,  2 2 8 - 2 3 5 ] .  S u r f a c e s  w i t h  R a  v a l u e s  o f  a b o u t  6  [  ~m d i s p l a y e d  a  g r e a t e r  r e m o v a l  t o r q u e  
t h a n  s m o o t h  s u r f a c e s  o f R , , = 1  ~m [ 6 8 , 1 3 6 , 2 3 [ , 2 3 6 ] .  
S a n d b l a s t e d  a n d  a c i d  e t c h e d  t i t a n i u m  s u r f a c e s  c r e a t i n g  a  c o m b i n a t i o n  o f  m a c r o  a n d  
m i c r o p i t t e d  t o p o g r a p h i e s  ( r e f e r  F i g u r e  3 0 )  w e r e  s h o w n  t o  i n c r e a s e  r e m o v a l  t o r q u e s  b y  m o r e  
t h a n  4 0 % .  A v e r a g e  r o u g h n e s s  o f  t h e  p i t t e d  t o p o g r a p h i e s  e x i s t e d  i n  t h e  m i l l i m e t e r  r a n g e .  B o n e  
g r o w t h  w a s  f o u n d  t o  p e n e t r a t e  t h e  p i t s  v e r y  w e l l  a n d  i t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  t w o  s u r f a c e s  
w e r e  a b l e  t o  g e n e r a t e  b o n e  i n t e r l o c k i n g  a n d  m e c h a n i c a l  c o u p l i n g  a t  t h e  i n t e r f a c e s  [ 2 3 7 ] .  
F i g u r e  3 0 :  S a n d b l a s t e d  a n d  a c i d  e t c h e d  t i t a n i u m  s u r f a c e  w i t h  m a c r o  a n d  m i c r o p i t s  1 2 3 7 1 .  
A n  a c t i v e  m e t a b o l i t e  o f  v i t a m i n  0 3 ,  I  a , 2 5 - ( O H ) 2 D 3 ,  h a s  b e e n  k n o w n  t o  i n h i b i t  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n ,  a n d  i n c r e a s e  A L P  e x p r e s s i o n  a n d  a c t i v i t y ,  w h i c h  i n d i c a t e d  i t s  s t i m u l a t o r y  e f f e c t  
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o n  M G 6 3  c e l l s  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  a  m o r e  o s t e o b l a s t i c  p h e n o t y p e .  B o y a n  e t  a l .  [ 1 4 4 )  
e v a l u a t e d  b o n e  c e l l  r e s p o n s e  t o  s y s t e m i c  h O l l n o n e s  a n d  f o u n d  t h e y  w e r e  m o d i f i e d  b y  s u r f a c e  
r o u g h n e s s  a n d  t h a t  s u r f a c e  r o u g h n e s s  i n c r e a s e d  t h e  r e s p o n s i v e n e s s  o f  M G 6 3  c e l l s  t o  I  a , 2 5 -
( O H h D ) .  A s  s u r f a c e  r o u g h n e s s  i n c r e a s e d ,  a  d e c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  a n d  i n c r e a s e  i n  A L P  
a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d .  
S u r f a c e  r o u g h n e s s  o f  t i t a n i u m  h a s  s i g n i f i c a n t  i n f l u e n c e  o n  o s t e o b l a s t  m o r p h o l o g y ,  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n .  T h e s e  d i f f e r e n c e s  i n  c e l l  b e h a v i o u r  b e t w e e n  r o u g h  a n d  
s m o o t h  s u r f a c e s  a r e  a p p a r e n t  a s  e a r l y  a s  2 h r s  a f t e r  c u l t u r e  [ 2 2 6 ] .  
2 . 3 . 3 . 2 . 1 . 2 .  R E G U L A R L Y  O R G A N I S E D  S U R F A C E S  
R e s e a r c h  b y  E i s e n b a r t h  e t  a l .  [ 1 5 9 )  s t u d i e d  o s t e o b l a s t  b e h a v i o u r  o n  g r o u n d  c p T i  s u r f a c e s  
w i t h  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 1 .  T h e  p a r a l l e l  V - s h a p e d  g r o o v e  p a t t e r n  
p r o d u c e d  b y  t h e  g r i n d i n g  p r o c e s s  r e s u l t e d  i n  c o n t a c t  g u i d a n c e  a n d  a l i g n m e n t  o f  t h e  o s t e o b l a s t  
c e l l s .  T h e  a l i g n e d  c e l l s  h a d  m o r e  f a v o u r a b l e  a d h e s i o n  p r o p e r t i e s  t h a n  s p h e r i c a l l y  s h a p e d  c e l l s  
f O l l n e d  o n  t h e  p o l i s h e d  c o n t r o l  s u r f a c e s .  T h e  o r i e n t e d  c e l l s  w e r e  a l s o  f o u n d  t o  h a v e  a  h i g h e r  
d e g r e e  o f  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  w i t h  t h e  g r o o v e  e d g e s  a n d  b e t t e r  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  
c y t o s k e l e t o n  ( r e f e r  F i g u r e  3 2 ) .  
F i g u r e  3 1 :  G r o u n d  c p T i  s u r f a c e  w i t h  r e l a t i v e l y  p a r a l l e l  g r o o v e  s t r u c t u r e  1 1 5 9 1 .  
J a y a r a m a n  e t  a l .  [ 2 3 8 )  s i m i l a r  t o  A n s e l m e  e t  a l .  [ 2 3 9 )  c o n c l u d e d  t h a t  a  r e g u l a r l y  o r g a n i s e d  V -
s h a p e d  g r o o v e d  s u r f a c e  i s  p r e f e r a b l e  t o  a  r a n d o m l y  r o u g h e n e d  s a n d - b l a s t e d  a n d  e t c h e d  
t o p o g r a p h y .  T h e  V - s h a p e d  g r o o v e d  s u r f a c e  s u p p o r t e d  b e t t e r  o s t e o b l a s t i c  c e l l  a d h e s i o n  a n d  
p r o l i f e r a t i o n  t h a n  t h e  i r r e g u l a r l y  o r g a n i s e d  s u r f a c e s  w i t h  s t r o n g  l a b e l l i n g  f o r  f i b r o n e c t i n  a t  t h e  
c y t o p l a s m i c  e x t e n s i o n s .  M a n y  s t u d i e s  h a v e  o b s e r v e d  c e l l  g r o w t h  o n  g r o o v e d  s u r f a c e s  
o b t a i n e d  b y  m i c r o m a c h i n i n g  a n d  a  c o n s i s t e n t  f m d i n g  i s  t h a t  t h i s  t o p o g r a p h y  a l t e r s  c e l l  s h a p e  
a n d  c y t o s k e l e t o n  o r g a n i s a t i o n  [ 2 4 0 - 2 4 3 ] .  A  l a t e r  s t u d y  b y  A n s e l m e  e t  a l .  [ 2 4 4 )  d i s c o v e r e d  
o s t e o b l a s t  c e l l s  p r e f e r r e d  s u r f a c e s  w i t h  r e l a t i v e l y  h i g h  m i c r o  r o u g h n e s s  a m p l i t u d e s ,  w i t h  a  
l o w  l e v e l  o f  r e p e a t  a b i l i t y .  
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F i g u r e  3 2 :  A c t i n  c y t o s k e l e t o n  o f  o s t e o b l a s t s .  ( a )  S p h e r i c a l l y  s h a p e d  o n  t h e  p o l i s h e d  s u r f a c e  a n d  ( b )  
a l i g n e d  a l o n g  t h e  g r o o v e s  o n  t h e  g r o u n d  c p T i  s u r f a c e  1 1 5 9 1 .  
T i t a n i u m  c o a t e d  e p o x y  r e p l i c a s  o f  g r o o v e d  s u r f a c e s  o b t a i n e d  b y  m i c r o m a c b i n i n g  b a v e  b e e n  
u s e d  f o r  i n  v i v o  t e s t i n g  [ 2 4 5 ] .  B o n e - l i k e  t i s s u e  c o n s i s t i n g  o f  o s t e o b l a s t / o s t e o c y t e - l i k e  c e l l s  
a n d  a  f u l l y  o r  p a r t i a l l y  m i n e r a l i z e d  c o l l a g e n o u s  m a t r i x  w a s  f o u n d  a d j a c e n t  t o  t h e  m i c r o  
m a c b i n e d  t i t a n i u m  s u r f a c e s  w i t h o u t  a n y  i n t e r v e n i n g  m a t e r i a l .  T b i s  t y p e  o f  m i n e r a l i z e d  t i s s u e  
w a s  n o t  p r e s e n t  n e a r  s m o o t h  s u r f a c e s .  I n  v i t r o  t e s t i n g  o f  t h e  e p o x y  r e p l i c a s  r e v e a l e d  l a r g e r  
g l o b u l e s  o f  m i n e r a l i z e d  b o n e  n e a r  t h e  m i c r o  m a c b i n e d  s u r f a c e s  [ 2 4 5 ] .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  
o b t a i n e d  b y  S o b o y e j o  e t  a l .  [ 2 4 6 ]  w h o  f o u n d  m o r e  n o t i c e a b l e  E C M  p r o d u c t i o n  o n  g r o o v e d  
t i t a n i u m  s u r f a c e s ,  f o l l o w e d  b y  i r r e g u l a r l y  p a t t e r n e d  s a n d - b l a s t e d  s u r f a c e s  a n d  t h e n  
c o n s i d e r a b l y  l e s s  E C M  p r e s e n t  o n  s m o o t b  T i  s u r f a c e s .  I n  t i m e  a l l  s u r f a c e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t  
E C M  f O l l n a t i o n  a n d  b a d  r e a c b e d  c o n f l u e n c e .  H o w e v e r ,  i t  i s  t h o u g b t  t h a t  t h e  l a t e r  o n s e t  o f  
E C M  p r o d u c t i o n  o n  s m o o t h  s u r f a c e s  e x p l a i n s  t h e  p r e s e n c e  o f  f i b r o u s  t i s s u e  i n t e r l a y e r s  d u r i n g  
i n  v i v o  t e s t i n g .  
A  r a t b e r  m o r e  u n i q u e  t o p o g r a p h y  w a s  s t u d i e d  b y  Z i n g e r  e t  a l .  [ 2 4 7 ,  2 4 8 ] .  M i c r o p i t t e d  
s t r u c t u r e s  w e r e  c r e a t e d  b y  a n o d i c  d i s s o l u t i o n  o f  T i  p o l i s h e d  d i s k s  t h r o u g b  a  p a t t e r n e d  p h o t o  
r e s i s t  i n  a  m e t b a n o l - b a s e d  3 M  s u l p b u r i c  a c i d  e l e c t r o p o l i s b i n g  e l e c t r o l y t e  [ 2 4 9 ] .  T h i s  m e t h o d  
e n a b l e d  t h e  c r e a t i o n  o f  w e l l - d e f i n e d  c a v i t i e s .  A  s u r f a c e  w i t h  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  t b a t  a r e  
s i m i l a r  t o  a n  o s t e o c l a s t  r e s o r p t i o n  p i t ,  w h i c b  i s  t h e  p r e f e r r e d  s u r f a c e  u s e d  b y  o s t e o b l a s t s  i n  
v i v o  [ 2 4 7 ] .  
O s t e o b l a s t s  t e n d e d  t o  p r e f e r  t h e  l a r g e r  1 0 0  J . I m  c a v i t i e s ,  a g g r e g a t i n g  w i t b i n  t h e m .  T h e s e  c e l l s  
d i s p l a y e d  t h e  e l o n g a t e d  s t r u c t u r e  n o m l a l l y  p r e s e n t  i n  d i f f e r e n t i a t e d  o s t e o b l a s t s .  T h e  s m a l l e r  
p i t s  w e r e  b r i d g e d  b y  t h e  c e l l ,  w i t h  f i l o p o d i a  a t t a c h i n g  t o  i n t e r - c a v i t y  s p a c e  a n d  a s s u m i n g  a  
m o r e  f l a t t e n e d  w e l l - s p r e a d  m o r p h o l o g y .  H o w e v e r ,  t h e s e  s m a l l e r  p i t s  d i s p l a y e d  g r e a t e r  c e l l  
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v i a b i l i t y ,  t h e r e f o r e  a  g r e a t e r  d e g r e e  o f  p r o l i f e r a t i o n .  Z i n g e r s  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h e  i m p o r t a n c e  
o f  m i c r o  d i m e n s i o n s  a n d  s p a c i n g  o f  c a v i t i e s  f o r  s i g n a l l i n g  o s t e o b l a s t  p r o l i f e r a t i o n  a n d  
d i f f e r e n t i a t i o n  .  
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F i g u r e  3 3 :  C a v i t i e s  w e r e  c r e a t e d  w i t h  d i a m e t e r s  o f  1 0  ( A ) ,  3 0  ( B )  a n d  1 0 0  ~m ( n o t  s h o w n  a b o v e )  1 2 4 7 1 .  
S i g n i f i c a n t l y  f e w e r  s t u d i e s  h a v e ,  o v e r  t h e  y e a r s ,  c o n c e n t r a t e d  o n  t h e  b o n e  r e s p o n s e  t o  
r e g u l a r l y  o r g a n i s e d  t i t a n i u m  s u r f a c e s .  H e n c e  t h i s  i s  a n  a r e a  t h a t  i s  a t t r a c t i n g  i n c r e a s i n g l y  
m o r e  a t t e n t i o n .  
2 . 3 . 4 .  T I T A N I U M  O X I D E  
2 . 3 . 4 . 1 .  S U R F A C E  C H E M I S T R Y  
T h e  s u r f a c e  c h e m i s t r y  o f  c r y s t a l l i n e  t i t a n i u m  o x i d e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  i n f l u e n c e  c e l l  
i n t e r a c t i o n s  d i f f e r e n t l y  t o  o r d i n a r y ,  r e l a t i v e l y  a m o r p h o u s  n a t i v e  o x i d e s .  W i t h i n  t h e  c r y s t a l l i n e  
p h a s e s ,  d i f f e r e n t  o r i e n t a t i o n s  c r e a t e  v a r i a t i o n s  i n  t h e  m a t e r i a l  p r o p e r t i e s ,  e . g .  a n a t a s e  o x i d e  
f i l m s  g e n e r a l l y  h a v e  l o w e r  a v e r a g e  s u r f a c e  e n e r g i e s  t h a n  r u t i l e  [ 2 5 0 ]  m e a n i n g ,  t h e o r e t i c a l l y ,  
c e l l s  w o u l d  h a v e  a  g r e a t e r  a f f i n i t y  t o  t h e  r u t i l e  c r y s t a l  s t r u c t u r e .  H o w e v e r ,  a n a t a s e  s u r f a c e  
c h e m i s t r y  p r e p a r e d  b y  e l e c t r o c h e m i c a l  a n d  s o l - g e l  m e t h o d s  i s  c a p a b l e  o f  i n i t i a t i n g  a p a t i t e  
n u c l e a t i o n  w h i c h  a s s i s t s  i n  a t t r a c t i n g  p r o t e i n s  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r  t o  h y d r o x y a p a t i t e  [ 2 5 1 ] ,  
w h i c h  w o u l d  s u p e r s e d e  t h e  e f f e c t s  o f  s u r f a c e  e n e r g y .  O n l y  q u i t e  r e c e n t l y  h a v e  r e s e a r c h e r s  
d i s c o v e r e d  m e t h o d s  t o  b i o a c t i v a t e  r u t i l e  c o a t i n g s  p r o v i d i n g  s i m i l a r  l e v e l s  o f  a p a t i t e  f O i  m a t i o o  
t o  a n a t a s e  [ 2 5 1 ] .  
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2 . 3 . 4 . 1 . 1 .  B O N E  C E L L  I N T E R A C T I O N  
K n o w l e d g e  i s  g r e a t l y  l a c k i n g  w i t h  r e g a r d s  t o  t i t a n i u m  o x i d e  p h a s e s  a n d  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  
b o n e  [ 2 5 2 ,  2 5 3 ] .  H o w e v e r ,  t h e  f e w  s t u d i e s  t h a t  d o  e x i s t  h a v e  d e t e r m i n e d  t h a t  e v e n  s u b t l e  
d i f f e r e n c e s  i n  s u r f a c e  c o m p o s i t i o n  ( i n c l u d i n g  d i f f e r e n c e s  i n  T i  c r y s t a l l i n i t y )  c a n  m o d i f y  c e l l  
r e s p o n s e  [ 1 5 1 , 1 7 1 , 1 7 2 ] .  S u i  e t  a l .  [ 2 5 4 ]  e v a l u a t e d  r e m o v a l  t o r q u e s  f o r  i m p l a n t s  c o a t e d  w i t h  
t h e  v a r i o u s  o x i d e  p h a s e s  o f  t i t a n i u m  r e v e a l i n g  t h a t  t h e  c r y s t a l l i n e  o x i d e  p h a s e  ( a n a t a s e  a n d  
r u t i l e )  r e q u i r e d  g r e a t e r  r e m o v a l  t o r q u e s  c o m p a r e d  t o  t h e  a m o r p h o u s  c o a t i n g s .  W i n d e l e r  e t  a l .  
[ 2 5 5 ]  n o t i c e d  t h e  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  c a u s e d  b y  c r y s t a l l i n e  t i t a n i u m  o x i d e  a t t r a c t e d  m o r e  
o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s .  
M a n y  o f  t h e  o x i d e  s t u d i e s  d i s c u s s  o x i d e  l a y e r  t h i c k n e s s  [ \ 0 2 ,  2 5 6 ,  2 5 7 ]  a n d  i t s  a f f e c t s  o n  
b o n e  g r o w t h ,  w i t h o u t  a n y  r e a l  s p e c i f i c a t i o n  a s  t o  t h e  o x i d e  p h a s e  p r e s e n t  [ 2 5 2 ,  2 5 8 ,  2 5 9 ] .  
S e v e r a l  c r y s t a l l i n e  t i t a n i u m  o x i d e  d e p o s i t i o n  m e t h o d s  t e n d  t o  m o d i f y  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  
a l o n g  w i t h  s u r f a c e  c h e m i s t r y ,  m a k i n g  i t  m o r e  d i f f i c u l t  t o  i s o l a t e  t h e  s u r f a c e  c h e m i c a l  a f f e c t s  
o n  b o n e  c e l l s  [ 2 5 8 ,  2 6 0 ] .  T h i s  s t u d y  c l e a r l y  i d e n t i f i e d  t h e  t y p e  o f  t i t a n i u m  o x i d e  p h a s e  t e s t e d ,  
w h i l e  p r e p a r i n g  s a m p l e s  t h a t  i s o l a t e d  t o p o g r a p h i c a l  a n d  c h e m i c a l  e f f e c t s .  E n a b l i n g  a  m o r e  
a c c u r a t e  d e d u c t i o n  a s  t o  w h e t h e r  t o p o g r a p h y  o r  s u r f a c e  c h e m i s t r y  h a d  t h e  g r e a t e s t  i n f l u e n c e  
o n  o s t e o b l a s t  b e h a v i o u r .  
2 . 3 . 4 . 2 .  S U R F A C E  R O U G H N E S S  
R e s e a r c h  o n  b o n e  c e l l  r e s p o n s e  t o  r o u g h e n e d  t i t a n i u m  o x i d e  s u r f a c e s  i s  q u i t e  l i m i t e d .  S e v e r a l  
s t u d i e s  h o w e v e r ,  h a v e  t e s t e d  a p a t i t e  f o r m a t i o n  o n  T i 0
2  
w h i c h  c a n  l e a d  t o  c o n c l u s i o n s  a b o u t  
t h e  b o n e  r e s p o n s e  t o  t h e s e  s u r f a c e s  [ 2 6 1 - 2 6 5 ] .  B o n e ,  p o s s e s s i n g  a n  a p a t i t e - l i k e  s t r u c t u r e ,  w i l l  
b e  i n c l i n e d  t o  g r o w  m o r e  r a p i d l y  t o w a r d s  a  s u r f a c e  w i t h  f a s t e r  a n d  e n h a n c e d  a p a t i t e  
f o r m a t i o n .  
S o l - g e l  d e r i v e d  T i 0
2  
t h i n  f i l m s  a r e  k n o w n  t o  p o s s e s s  a  n a n o m e t e r  s u r f a c e  r o u g h n e s s .  P e a k  
d i s t a n c e s  b e t w e e n  1 5  a n d  5 0  n m  h a v e  p r o d u c e d  s o m e  o f  t h e  h i g h e s t  l e v e l s  o f  a p a t i t e  
n u c l e a t i o n  [ 2 6 3 ] .  T h e  r e s e a r c h  o f  P e l t o l a  e t  a l .  [ 2 6 3 ]  i n d i c a t e d  n o  s i g n i f i c a n t  b i o a c t i v i t y  w h e n  
p e a k  d i s t a n c e s  w e r e  l a r g e r  t h a n  5 0  r u n .  K e s h m i r i  e t  a l .  [ 2 6 2 ]  t o o k  t h e  b i o a c t i v i t y  t e s t  t o  t h e  
m i c r o m e t e r  l e v e l  a n d  e x a m i n e d  t h e  a b i l i t y  o f  a n a t a s e  m i c r o s p h e r e s  ( b e t w e e n  1 - 2  / l m )  t o  
p r o m o t e  a p a t i t e  f o r m a t i o n .  H i g h e r  r a t e s  o f  a p a t i t e  f o r m a t i o n  w e r e  o b s e r v e d  o n  a n a t a s e  
m i c r o s p h e r e s  i n  c o m p a r i s o n  t o  s o l - g e l  d e r i v e d  t h i n  f i l m s  o f  t h e  s a m e  o x i d e ;  a l l o w i n g  t h e  
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a u t h o r s  t o  c o n c l u d e  t h a t  t h e  s u r f a c e  m i c r o t o p o g r a p h y  c r e a t e d  b y  t h e  s p h e r e s  w e r e  r e s p o n s i b l e  
f o r  t r i g g e r i n g  f a s t e r  a p a t i t e  d e p o s i t i o n .  
2 . 3 . 4 . 2 . 1 .  B O N E  C E L L  I N T E R A C T I O N  
2 . 3 . 4 . 2 . 1 . 1 . I R R E G U L A R L Y  O R G A N I S E D  S U R F A C E S  
B y  m i c r o - a r c  o x i d a t i o n ,  L i  e t  a l .  [ 2 5 6 ]  a l t e r e d  T i  s u r f a c e s  e n a b l i n g  s i m u l t a n e o u s  m o d i f i c a t i o n  
o f  t h e  T i  o x i d e  p h a s e  a n d  s u r f a c e  r o u g h n e s s .  W i t h  i n c r e a s e s  i n  t h e  a p p l i e d  v o l t a g e  i t  w a s  
p o s s i b l e  t o  a l t e r  t h e  o x i d e  p h a s e  f r o m  p u r e  a n a t a s e  ( 1 9 0 - 2 7 0  V )  t o  p u r e  r u t i l e  ( 6 0 0  V < )  a n d  
i n c r e a s e  t h e  s u r f a c e  r o u g h n e s s  ( R . )  f r o m  0 . 5  ! l m  ( a n a t a s e )  t o  3  ! l m  ( r u t i l e ) .  B i o c o m p a t i b i l i t y  
t e s t s  u s i n g  M G 6 3  c e l l s  s h o w e d  a  d e c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i o n  r a t e  w h e n  m o v i n g  f r o m  a n  a n a t a s e  
t o  r u t i l e  s t r u c t u r e  w i t h  a  c o r r e s p o n d i n g  i n c r e a s e  i n  A L P  a c t i v i t y .  H o w e v e r ,  t h e  m e t h o d  u s e d  
t o  o b t a i n  t h e  t w o  o x i d e  p h a s e s  h a s  a l s o  i n t r o d u c e d  v a r y i n g  l e v e l s  o f  s u r f a c e  r o u g h n e s s ,  
m a k i n g  i t  d i f f i c u l t  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t h e  i n f l u e n c e  o f  s u r f a c e  r o u g h n e s s  a n d  s u r f a c e  
c h e m i s t r y .  
T o  o b t a i n  a n a t a s e  a n d  r u t i l e  o x i d e  s u r f a c e s ,  F e n g  e t  a l .  [ 1 8 0 ]  h e a t  t r e a t e d  p o l i s h e d  t i t a n i u m  
s a m p l e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a i r ,  o x y g e n  a n d  w a t e r  t o  o b t a i n  t h e  r u t i l e  p h a s e  a n d  r e t a i n e d  
c o n t r o l  s a m p l e s  o f  t i t a n i u m  o x i d e  i n  t h e  a n a t a s e  p h a s e .  E a c h  h e a t  t r e a t i n g  p r o c e s s  i m p a r t e d  a  
d i f f e r e n t  s u r f a c e  r o u g h n e s s  o n  t h e  t i t a n i u m  s a m p l e s .  T h e  r o u g h e r  r u t i l e  s u r f a c e s  r e v e a l e d  
g r e a t e r  c e l l  a t t a c h m e n t  a n d  a c t i v i t y .  A g a i n  w e  n o t i c e  t h e  v a r i a t i o n  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  w i t h  
t h e  d e p o s i t i o n  p r o c e s s .  T h e r e f o r e  i t  i s  p o s s i b l e  t h e  i n c r e a s e d  c e l l  a t t a c h m e n t  i s  e n t i r e l y  d u e  t o  
t h e  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  w i t h o u t  a n y  i n f l u e n c e  f r o m  t h e  m a t e r i a l ' s  c h e m i s t r y .  
T h e  r e c e n t  t i t a n i u m  o x i d e  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  m o r e  c l e a r  c o n c l u s i o n s  o n  t h e  e f f e c t s  o f  
r o u g h n e s s  a n d  c h e m i s t r y  i n  p r o m o t i n g  b o n e - c e l l  g r o w t h .  A d v i n c u l a  e t  a l .  [ 2 6 6 ]  t e s t e d  s o l - g e l  
d e r i v e d  c r y s t a l l i n e  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s  w i t h  i r r e g u l a r l y  o r g a n i s e d  s u r f a c e s  a g a i n s t  
c o m m o n l y  p a s s i v a t e d  t i t a n i u m  a l l o y s  w i t h  s i m i l a r  s u r f a c e  t o p o g r a p h y .  T h e  s o l - g e l  c o a t e d  
s a m p l e s ,  n o r m a l l y  o f  t h e  a n a t a s e  p h a s e ,  p o s s e s s e d  a  h i g h e r  w e t t a b i l i t y ,  p r o m o t e d  g r e a t e r  
o s t e o b l a s t  a d h e s i o n  a n d  e n h a n c e d  m a t r i x  m i n e r a l i s a t i o n .  T h i s  s t u d y  c l e a r l y  s h o w e d  t h e  
b e n e f i t s  o f  a  c r y s t a l l i n e  o x i d e  s u r f a c e  i n  p r o m o t i n g  b o n e  g r o w t h  i n  v i v o .  D a s  e t  a l .  [ 2 6 7 ]  
c o n d u c t e d  a  s y s t e m a t i c  s t u d y  o f  p o l i s h e d  s u r f a c e s  w i t h  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s  d e v e l o p e d  b y  
H
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,  H 3 P 0 4  a n d  H F  a n o d i z a t i o n  w i t h  s o m e  h e a t  t r e a t e d  t o  c r e a t e  a  r u t i l e  c r y s t a l  s t r u c t u r e .  
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I n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  T i - c o n t r o l ,  a l l  a n o d i z e d  s u r f a c e s  g r e a t l y  e n h a n c e d  A L P  a c t i v i t y .  W i t h  
t h e  e m e r g e n c e  o f  t h e  r u t i l e  p h a s e ,  t h e  f r e e  e n e r g y  o f  t h e  s u r f a c e  i n c r e a s e d  l e a d i n g  t o  a  
d e c r e a s e  i n  a p a t i t e  d e p o s i t i o n  o n  t h e  o x i d e  s u r f a c e .  
T h e  p r e c e d i n g  s e c t i o n  h a s  d e a l t  w i t h  t h e  b e n e f i t s  o f  o x i d e  s u r f a c e  c h e m i s t r i e s  a n d  t h e  e f f e c t s  
o f  a n  i r r e g u l a r l y  o r g a n i s e d  t o p o g r a p h y .  A s  y e t  t h e r e  h a v e  n o t  b e e n ,  t o  t h e  a u t h o r ' s  
k n o w l e d g e ,  a n y  s t u d i e s  t h a t  h a v e  e v a l u a t e d  c r y s t a l l i n e  o x i d e  s u r f a c e s  o n  a  r e g u l a r l y  
o r g a n i s e d  s u r f a c e  t o p o g r a p h y ;  h e n c e  t h i s  s t u d y  w i l l  p r o v i d e  s o m e  b a s i s  f o r  e v a l u a t i n g  t h e  
e f f e c t s  o f  t h i s  c o m b i n a t i o n .  
2 . 3 . 5 .  D I A M O N D - L I K E  C A R B O N  
2 . 3 . 5 . 1 .  S U R F A C E  C H E M I S T R Y  
T h e  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  o f  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n  h a s  p r o m o t e d  i t  t o  t h e  s t a t u s  o f  a n  i d e a l  w e a r -
r e s i s t a n t ,  c h e m i c a l l y  i n e r t ,  f r i c t i o n l e s s  c o a t i n g  m a t e r i a l .  I t  h a s  p r o v e n  t o  b e  b i o c o m p a t i b l e  a n d  
s h o w n  n o  t o x i c  o r  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  w h e n  t e s t e d  a g a i n s t  m o u s e  m a c r o p h a g e s  a n d  
f i b r o b l a s t s  [ 2 6 8 ] .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  f o u n d  w h e n  i t  w a s  t e s t e d  a g a i n s t  h u m a n  c e l l s  i n  v i t r o  
[ 2 6 9 ] .  
D L C  i s  t y p i c a l l y  k n o w n  a s  a  h y d r o p h o b i c  m a t e r i a l  [ 2 7 0 ]  w i t h  s u r f a c e  e n e r g i e s  o f  b e t w e e n  
4 0 - 4 4  m N m ·
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a n d  c o n t a c t  a n g l e s  w i t h  w a t e r  o f  b e t w e e n  5 5 - 7 0 ° ,  i n d e p e n d e n t  o f  d e p o s i t i o n  
b i a s  v o l t a g e  [ 2 7 1 ,  2 7 2 ] .  T h e  s u r f a c e  a t o m s  o f  a  c o v a l e n t  s o l i d  w i l l  n o r m a l l y  h a v e  b r o k e n  o r  
d a n g l i n g  b o n d s  w h i c h  a r e  k n o w n  t o  c o s t  e n e r g y .  S u r f a c e s  o f  D L C  a c t  t o  r e d u c e  t h e  n u m b e r  
o f  b r o k e n  b o n d s ;  h e n c e  r e d u c i n g  t h e  s u r f a c e  e n e r g y  [ 1 1 5 ] .  D u e  t o  t h e  h y d r o p h o b i c  n a t u r e  o f  
t h i s  m a t e r i a l ,  i t  c o u l d  b e  a s s u m e d  t h a t  c e l l s  w o u l d  b e  s o m e w h a t  r e p e l l e d  f r o m  i t s  s u r f a c e .  
H o w e v e r ,  a s  w i l l  b e  s h o w n  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n ,  c e l l s  a p p e a r  t o  p e r f o r m  e q u a l l y  w e l l  o n  
D L C  a s  o n  t h e  m o r e  h y d r o p h i l i c  T i  s u r f a c e s .  
2 . 3 . 5 . 1 . 1 .  B O N E  C E L L  I N T E R A C T I O N  
S o m e  i n  v i t r o  a n d  l i m i t e d  i n  v i v o  s t u d i e s  o n  t h e  b i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n  
f i l m s  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  [ 2 6 8 ,  2 6 9 ,  2 7 3 - 2 7 6 ] .  T h e s e  s t u d i e s  h a v e  s h o w e d  t h a t  D L C  
c o a t i n g s  c a n  b e  a d h e r e n t  o n  a  r a n g e  o f  b i o m a t e r i a l s ,  w i t h  n o  t o x i c i t y  t o w a r d  c e r t a i n  l i v i n g  
c e l l s ,  n o  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  o r  l o s s  o f  c e l l  i n t e g r i t y .  
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T o  i n v e s t i g a t e  t h e  b i o - r e a c t i o n  i n d u c e d  b y  D L C  p a r t i c l e s ,  b o n e  m a r r o w  c e l l  c u l t u r e s  w e r e  
i n c u b a t e d  i n  v i t r o  w i t h  p a r t i c l e s  f r o m  a  d e l i b e r a t e l y  d e l a m i o a t e d  D L C  f i l m .  T h e  c e l l s  w e r e  
f o u n d  t o  i n t e r n a l i z e  m o s t  o f  t h e  p a r t i c l e s  a n d  s h o w e d  0 0  d i f f e r e n c e  t o  c e l l s  i n  t b e  c o n t r o l  
c u l t u r e s  f r e e  o f  p a r t i c l e s .  T h e  e x p o s u r e  o f  p a r t i c l e s  d i d  n o t  d i s p l a y  a n y  e f f e c t  o n  l y s o s o m a l  
a c t i v i t y  o f  t h e  c e l l s  n o r  o n  t h e i r  p r o l i f e r a t i o n  o r  d i f f e r e n t i a t i o n ,  i n d i c a t i n g  n o  t o x i c  o r  
i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n  [ 2 7 7 ] .  B r u i n i n k  e t  a l .  [ 2 7 8 ]  t o o  f o u n d  D L C  p a r t i c l e s  t o  b e  w e l l  
t o l e r a t e d  b y  b o n e  m a r r o w  c e l l s  i n  v i t r o  w i t h  n o  a d v e r s e  e f f e c t s .  
K o r n u  e t  a l .  [ 2 7 9 ]  e v a l u a t e d  t h e  r e s p o n s e  o f  o s t e o b l a s t  c e l l s  o n  D L C  c o m p a r e d  t o  t i t a n i u m  
a n d  c o b a l t - c h r o m i u m  s a m p l e s .  R e s u l t s  i n d i c a t e d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  o s t e o b l a s t  
a d h e s i o n  w h e n  D L C  c o a t i n g s  w e r e  i n t r o d u c e d  b u t  i t  d i d  r e d u c e  t h e  l o s s  o f  c e l l  a d h e s i o n  o n  
g r i t - b l a s t e d  c o b a l t - c h r o m i u m .  R o d i l  e t  a l .  [ 2 8 0 ]  c o n d u c t e d  a  s i m i l a r  s t u d y  e v a l u a t i n g  
o s t e o b l a s t  r e s p o n s e  o n  D L C ,  t i t a n i u m  a n d  s t a i n l e s s  s t e e l  s u r f a c e s .  O s t e o b l a s t  c e l l s  p e r f o l l l 1 e d  
b e t t e r  o n  D L C  t h a n  s t a i n l e s s  s t e e l  a n d ,  e q u a l l y  a s  w e l l  o n  t i t a n i u m .  T h i s  s i m i l a r i t y  i n  
o s t e o b l a s t  b e h a v i o u r  b e t w e e n  t i t a n i u m  a n d  D L C  s a m p l e s  w a s  a l s o  d i s c o v e r e d  b y  O l i v a r e s  e t  
a l  [ 2 8 1 ]  i n  t e l l l 1 S  o f  a d h e s i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n  l e v e l s .  
R e s e a r c h  b y  A l i e n  e t  a l .  [ 2 7 4 ]  i n d i c a t e d  t h a t  n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  e x i s t e d  
b e t w e e n  o s t e o b l a s t s  g r o w n  o n  c o n t r o l  p o l y s t y r e n e  p l a t e s  a n d  t h o s e  g r o w n  i n  D L C  c o a t i n g s .  
S E M  s h o w e d  t h a t  c e l l s  a d h e r e d  w e l l  t o  t h e  D L C  c o a t i n g s  a n d  p r o d u c e d  e x t e n s i v e  f i l o p o d i a .  
C u i  e t  a l .  [ 2 8 2 ]  w e n t  a  s t e p  f u r t h e r  a n d  d e m o n s t r a t e d  t h a t  o s t e o b l a s t s  w e r e  c a p a b l e  o f  
m i g r a t i n g  o u t  o f  b o n e  f r a g m e n t s  a n d  c o u l d  a t t a c h ,  s p r e a d  a n d  p r o l i f e r a t e  o n  t h e  D L C  
c o a t i n g s ,  i n  a n  a t t e m p t  t o  c o l o n i z e  t h e  e n t i r e  s u b s t r a t e  s u r f a c e .  T h e  w e l l - s p r e a d  c e l l s  
d i s p l a y e d  e i t h e r  a  s m o o t h  d o r s a l  s u r f a c e  o r  s u r f a c e  w i t h  m i c r o v i l l i .  
I n  v i v o  s t u d i e s  t o o  h a v e  s h o w n  D L C  t o  b e  w e l l - t o l e r a t e d  w i t h i n  t h e  b o d y  [ 2 8 3 ] .  M o h a n t y  e t  
a l .  [ 2 8 4 ]  c o n f i l l l 1 e d  t h e  b i o c o m p a t i b i l i t y  o f  D L C  c o a t e d  T i  s a m p l e s  i m p l a n t e d  i n t o  t h e  
s k e l e t a l  m u s c l e  o f  r a b b i t s  f o r  u p  t o  I  y e a r  w i t h o u t  a n y  h a l l D f u l  c o n s e q u e n c e s .  A l i e n  e t  a l .  
[ 2 8 5 ]  r e p o r t e d  t h a t  D L C  c o a t e d  C o - C r  c y l i n d e r s ,  i m p l a n t e d  f o r  9 0  d a y s  i n  t h e  l a t e r a l  f e m o r a l  
c o r t e x  o f  s h e e p ,  s h o w e d  t h e  D L C  c o a t i n g  t o  b e  w e l l - r e c e i v e d  i n  v i v o .  A l s o ,  i n  v i v o  s t u d y  h a s  
s h o w n  a  t h i n  f i b r o u s  m e m b r a n e  t o  f o r m  a r o u n d  D L C  c o a t e d  i m p l a n t s ,  i n d i c a t i v e  o f  a n  i n e r t  
b i o m a t e r i a l  [ 2 8 5 ] .  F u r t h e r  p r o o f  o f  D L C ' s  i n  v i v o  t o l e r a n c e  i s  a p p a r e n t  i n  i t s  c u r r e n t  
c o m m e r c i a l  u s e  a s  c o a t i n g s  f o r  h e a r t  v a l v e s  a n d  s t e n t s .  I t  i s  w i t h  l o a d - b e a r i n g  a p p l i c a t i o n s ,  
w h i c h  d e m a n d  s t r o n g  f i x a t i o n ,  w h e r e  D L C  r e q u i r e s  c o n s i d e r a b l y  m o r e  r e s e a r c h  a n d  i t  i s  t h i s  
a r e a  t h a t  o u r  s t u d y  h o p e s  t o  c o n t r i b u t e  t o .  
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2 . 3 . 5 . 2 .  S U R F A C E  R O U G H N E S S  
T h e  o n l y  s t u d i e s  t h u s  f a r  f o u n d  o n  t e x t u r e d  D L C  s u r f a c e s  e v a l u a t e s  t h i s  e f f e c t  i n  t b e  h o p e s  o f  
i m p r o v i n g  t h e  c o a t i n g ' s  w e a r  r e s i s t a n c e  [ 2 8 6 ] ,  a n d  d i s c u s s e s  t h e  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  
r o u g h n e s s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  R F  p o w e r  [ 2 8 7 ] .  R e c e n t l y  t h e r e  h a v e  h e e n  a  f e w  s t u d i e s  
e v a l u a t i n g  s u r f a c e  r o u g h n e s s  e f f e c t s  o n  t h r o m b u s  f o r m a t i o n  [ 2 8 8 ]  a n d  m a c r o p b a g e  r e s p o n s e  
[ 2 8 9 ]  f o r  D L C  c o a t e d  b l o o d  c o n t a c t i n g  d e v i c e s .  H o w e v e r ,  t o  t h e  a u t b o r ' s  k n o w l e d g e ,  t b e r e  
h a s  n o t  b e e n  a n y  s t u d y  e v a l u a t i n g  s u r f a c e  r o u g / m e s s  e f f e c t s  o f  D L C  c o a t i n g s  o n  b o n e  c e l l  
r e s p o n s e  a n d  e s p e c i a l l y  n o t  o n  s u r f a c e s  w i t h  w e l l  d e f i n e d  g r o o v e ,  p i t  a n d  p i l l a r e d  s t r u c t u r e s  
a s  w e r e  c r e a t e d  i n  t h i s  s t u d y .  
2 . 3 . 6 .  L I T H O G R A P H I C A L L Y  O B T A I N E D  S U R F A C E  
T O P O G R A P H Y  
T h e  s h i f t  o f  l i t h o g r a p h i c  t e c h n i q u e s  f r o m  t h e  s e m i c o n d u c t o r  i n d u s t r i e s  t o  b i o m a t e r i a l  
a p p l i c a t i o n s  h a s  b e e n  a  s u c c e s s f u l  o n e .  T h i s  m e t h o d  h a s  b e e n  u s e d  t o  c r e a t e  a c c u r a t e  s u r f a c e  
t o p o g r a p h y  t h a t  c a n  b e  c o n t r o l l e d  t o  t h e  n e a r e s t  m i c r o m e t e r .  T h e  t e c h n i q u e  i s  w e l l  
e s t a b l i s h e d  i n  b i o m a t e r i a l s  h o w e v e r  h a s  n o t  b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  b i o m a t e r i a l s  u t i l i s e d  i n  t b i s  
s t u d y  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  b i o c o m p a t i b i l i t y  t e s t i n g  f o r  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s .  i n s i g h t s  i n t o  t h e  
p o t e n t i a l  s u c c e s s  o f  t h i s  s u r f a c e  s t r u c t u r e  i n  p r o m o t i n g  b o n e  c e l l  g r o w t h  h a s  t o  b e  e v a l u a t e d  
b a s e d  o n  s i m i l a r  s u r f a c e s  o b t a i n e d  b y  o t h e r  m e t h o d s  ( e . g .  m i c r o m a c h i n i n g ,  g r i n d i n g )  o r  b y  
t h e  r e a c t i o n  o f  o t h e r  c e l l  t y p e s  t o  l i t h o g r a p h i c a l l y  o b t a i n e d  g r o o v e d ,  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  
s u r f a c e s .  
T a b l e  6  o u t l i n e s  a  n u m b e r  o f  m i c r o g r o o v e  s t u d i e s  t h a t  h a v e  u t i l i s e d  l i t h o g r a p h y  t o  e v a l u a t e  
c e l l  ( m a i n l y  e p i t h e l i a l  a n d  f i b r o b l a s t )  b e h a v i o u r .  T h e  m a j o r i t y  o f  p a t t e m i n g  s t u d i e s  h a v e  
s h o w n  t h a t  c e l l s  w i l l  a l i g n  w i t h i n  t h e  g r o o v e s  a n d  t h a t  g r o o v e  d e p t h  a n d  w i d t h  p l a y  c r u c i a l  
r o l e s  i n  t h e  d e g r e e  o f  a l i g n m e n t  [ 2 9 0 - 2 9 4 ] .  N a r r o w  a n d  s h a l l o w  g r o o v e s  i m p o s e d  t h e  g r e a t e s t  
i n f l u e n c e  o n  c e l l  g r o w t h  [ 2 9 2 ,  2 9 5 ] .  
F e w e r  g r o u p s  h a v e  l o o k e d  a t  t h e  e f f e c t s  o f  p i l l a r s  ( T a b l e  7 )  a n d  p i t s  ( T a b l e  8 )  o n  c e l l  g r o w t h .  
S t u d i e s  o n  p i l l a r e d  s t r u c t u r e s  o b t a i n e d  b y  l i t h o g r a p b y  h a v e  b e e n  c o n d u c t e d  t y p i c a l l y  w i t b  
c a r d i a c  m y o c y t e s  a n d  r a t  e p i t e n o n  c e l l s ,  a s  w e l l  a s  f i b r o b l a s t s  a n d  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  
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Titanium 
Titanium 
Titanium 
Ti& 
Titanium 
oxide 
Table 6: 
Fibroblast 
Fibroblast 
Keratinocytes 
& Fibroblasts 
Osteoblasts 
Fibroblasts 
Cells adhere closely to the surface pattem, Focal contacts Grooves 2 and 20 J.lm wide, depth of 2 J.lm Pfeiffer et al. [296J 
were found at the walls or bottom surface of the grooves, 
Focal adhesions found mainly on ridge surface, Cells 
only within 10 J.lm grooves, Stress fibres and focal contacts 
aligned only in grooves less than 5 J.lm. 
Grooves 1, 2, 5 and 10 J.lm wide 
contact on this surface structure Grooves 15 J.lm wide, depth of 3 J.lm 
with microtubules being the first structure to align with the 
grooves. 
groove depth. Continuous 15 J.lm grooves of depth 
Significantly fewer aligned cells on discontinuous samples. between 40-400 nm. Discontinuous 15 J.lm 
Discontinuity inhibited elongation of cells. grooves with pillared structures, same 
depths as previous. 
den Braber et al. [297J 
Oakley et al. 
[290J 
Fibroblast alignment present on arooved surfaces, 
Keratinocytes not affected by the substrate topography. 
Grooves between 1-20 J.lm wide, depths of Scheideler et al. [291J 
Osteoblasts showed similar alignment on Ti 
and HA surfaces implying there was little, to no influence 
from surface chemistry. Narrower grooves imposed greater 
influence on cell shape than wider ones. Increase in groove 
depth strengthened the effect of regulating cell shape 
between 0.4-2 J.lm 
Grooves 4, 8, 16, 24, 30 and 38 J.lm wide 
with depths of 2, 4 and 10 J.lm 
Cells elongated parallel to grooves, bridging only occurring Grooves 2, 4, 6, 8, 10, and 15 J.lm wide 
in 2 J.lm surfaces. Restrictive growth resulted in lower with respective depths of 2,4, 6, 8, 10, 
overall cell growth. and 15 J.lm 
obtained GROOVE patterns to evaluate cell behaviour. 
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Lu et al. [292J 
Ricci et al. [293J 
Silicone 
Silicone 
Polystyrene 
Polystyrene 
& POly-L-
lactic Acid 
POlystyrene 
Fibroblasts The presence of grooves did not have any affect on Grooves 2,5, and 10 f.lm, depth of 0.5 Den Braber et al. 
fibroblasts proliferation rates. f.lm 
Macrophage Shallow grooves stimulate cell spreading and increase the Groove 10 f.lm wide, depths of 0.5 and 5 Woiciak-Stothard et al. 
Osteoblasts 
speed and persistence of cell movement. f.lm [295J 
Cells elongated within grooves >5 f.lm, and bridged Grooves 1, 2, 5, and 10 f.lm wide, depths Matsuzaka et al. [299J 
grooves <2 f.lm . Wider grooves had focal contacts along of 0.5, 1, and 1.5 f.lm 
groove surface; narrow grooves contained focal contacts 
only on the groove edges. Smaller grooves enhance ECM 
production. 
Rat Bone Grooves did not influence proliferation on either surface. Grooves 1, 2, 5, and 10 f.lm wide, depths Matsuzaka et al. [300J 
Marrow Cells Attachment did vary between the two surfaces. of 0.5, 1, and 1.5 f.lm 
Epithelium Cells elongated along grooves. cell was Grooves 1, 2, 5, and 10 f.lm wide, depths Dalton et al. [294J 
evident. Groove depth had a greater impact on cell growth of 1 or 5 f.lm. 
than groove width. 
was increased with groove depth. Grooves 1, 2, 5, 10, and 20 f.lm, depths 
Greater guidance on shallow and wide grooves than of 0.5, 1, 1.5, 1.B and 5.4 f.lm 
narrower and deeper ones. 
Walboomers et al. [301-
303J 
Table 6 (cont.): Studies utilising lithographically obtained GROOVE patterns to evaluate cell behaviour. 
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• 
Titanium 
Oxide 
(phase not 
specified) 
Silica 
Silicon 
Silicone 
Silicone 
Epithelial 
Fibroblasts 
Epitenon 
Astrocytes 
Myocytes 
Fibroblasts 
Cells were less spread, less round, contained more Circular pillars 
membrane protrusions and displayed lower cytokine levels. nm high [304J 
Cell adhesion and proliferation levels were comparative to 
flat controls. 
Cell viability and attachment were significantly lower 
compared to flat control surfaces. Adhesion increased as 
distance between pillars increased. 
Circular pillars 50 nm diameter, spacing Curtis et al. [305J 
of 75, 150, and 300 nm, height of 100 
nm. 
Considerably fewer cells adhered to structures. 60 nm 
thinner 
surfaces. 
of 300 nm. 
capsules than did smooth Circular pillars 2, and 5 Ilm diameter, 
spacing of 4, 10, and 19 Ilm, heights of 
0.38 and 0.46 Ilm. 
appeared to prefer pillared surface to smooth control, Circular pillars 0.5 Ilm diameter, spacing 
Casey et al. [306J 
et al. 
thought to be due to the pillar diameter being in the same of 1 Ilm, heights of 1 and 2.7 Ilm [308J 
scale as focal contacts. 
Greater cell attachment on pillared substrates compared to 
flat controls. 
Circular pillars 10 Ilm diameter, spacing 
of 20 Ilm, height of 5 Ilm 
Deutsch et al. [309J 
The smaller pillars showed increased proliferation rates and Square pillars 2, 5, and 10 Ilm on each Green et al. [310J 
cell density compared to controls. side, height of 0.5 Ilm 
Table 7: Studies utilising lithographically obtained PILLARED structures to evaluate cell behaviour. 
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Silica Fibroblasts 
Silicone Fibroblasts 
Titanium Bone cells 
Significantly lower cell attachment compared to flat controls. Circular pits 50nm diameter, spacing of 75, Curtis et al. [305) 
150, and 300 nm, height of 100 nm 
Smaller oitled surfaces did not perform as well as the Square pits 2, 5, and 10 ~m on each side, Green et al. [310) 
smooth controls. Larger 1 0 ~m pits performed about as well height of 0.5 ~m 
as smooth controls. 
. more mineralisation wllnln !ne pitS than 
smooth controls. Increased frequency of mineralisation with 
an increase in pit depth. 
V-shaped pits 35-270 ~m wide, spacing of Chehroudi et al. [154) 
40-280 ~m, depths of 30, 60. And 120 ~m . 
Table 8: Studies utilising lithographically obtained PITTED structures to evaluate cell behaviour. 
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M a n y  o f  t h e  s t u d i e s  o n  p i l l a r e d  s u r f a c e s  h a v e  f o u n d  t h i s  t o p o g r a p h y  t o  b e  d i s a d v a n t a g e o u s  
t o w a r d s  c e l l  g r o w t h  a n d  a t t a c h m e n t  w h e n  i n  t h e  n a n o m e t e r  s c a l e  [ 3 0 4 ,  3 0 5 ) .  I t  w a s  t h o u g h t  
t h a t  t h e  v e r y  s m a l l  n a n o - m e t e r  s p a c i n g  b e t w e e n  p i l l a r e d  s t r u c t u r e s  i n h i b i t e d  t h e  f o r m a t i o n  o f  
f o c a l  c o n t a c t s  [ 3 1 1 ) .  C e l l s  m o v e  b y  m a k i n g  p r o t r u s i o n s  o f  t h e  m e m b r a n e  s u r f a c e  t o  p r o b e  i t s  
e x t e r n a l  e n v i r o n m e n t .  A  s u c c e s s f u l  e x t e n s i o n  a d h e r e s  t o  t h e  s u r f a c e  a n d  c r e a t e s  a  f o c a l  
c o n t a c t .  R e s e a r c h  b y  M a s s i a  e t  a ! .  [ 3 1 2 ]  a r g u e d  t h a t  t h e r e  i s  a  m i n i m u m  d i s t a n c e  b e t w e e n  
f o c a l  c o n t a c t s .  T h e r e f o r e  i t  w a s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  v e r y  s m a l l  d i s t a n c e s  b e t w e e n  n a n o p i l l a r e d  
s t r u c t u r e s  w a s  i n a d e q u a t e  f o r  f o c a l  e x t e n s i o n s  t o  p e n e t r a t e  [ 3 1 1 ] .  W h e n  c r e a t e d  a t  t h e  
m i c r o m e t e r  s c a l e ,  t h e  p i l l a r e d  s t r u c t u r e s  e n h a n c e d  c e l J  g r o w t h  [ 3 0 7 ,  3 1 0 ] .  I t  w a s  t h o u g h t  t h a t  
t h e  m i c r o p i l l a r e d  s u r f a c e s  p r o v i d e d  m o r e  p o i n t s  f o r  f o c a l  c o n t a c t s  t o  m e c h a n i c a l l y  i n t e r l o c k .  
H e n c e  t h e  b e t t e r  c e l l  p e r f O I l l 1 a n C e  o n  t h e s e  s u r f a c e s .  W i t h  p i l l a r s  o f  s i g n i f i c a n t l y  s m a l l e r  s i z e  
t h a n  t h e  c e l l ,  t h e  c e l l  p r e d o m i n a n t l y  c o n t a c t s  t h e  u p p e r  s u r f a c e  a r e a  o f  t h e  c o n f i g u r a t i o n  
[ 3 1 0 ] .  A l t h o u g h  r e s e a r c h  h a s  b e e n  c o n d u c t e d  w i t h  p i l l a r e d  t o p o g r a p h i e s ,  n o n e  h a v e  s t u d i e d  
o s t e o b l a s t  b e h a v i o u r  o n  t h e s e  t o p o g r a p h i e s  a n d  n o n e  h a v e  c o m b i n e d  i t  w i t h  c o m m o n l y  
a c c e p t e d  b i o m a t e r i a l s  s u c h  a s  c p T i ,  o r  n e w l y  i n t r o d u c e d  m a t e r i a l s  s u c h  a s  a n a t a s e ,  r u t i l e ,  
a m o r p h o u s  t i t a n i u m  o x i d e  o r  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n .  T h i s  t h e s i s  w i l l  c o n t r i b u t e  a  l a r g e  b o d y  o f  
k n o w l e d g e  i n  t h i s  a r e a .  
S i m i l a r  t o  r e s e a r c h  o n  p i l l a r e d  s t r u c t u r e s ,  p i t t e d  s u r f a c e s  h a d  a  d e t r i m e n t a l  e f f e c t  o n  c e l l  
g r o w t h  w h e n  i n  t h e  n a n o m e t e r  a n d  t h e  v e r y  l o w  m i c r o m e t e r  s c a l e  [ 1 5 4 ,  3 0 5 ) .  T h e  l a r g e r  
p i t t e d  s u r f a c e s  p e r f o r m e d  a s  w e l l  a s  s m o o t h  c o n t r o l  s u r f a c e s  [ 3 1 0 ) .  O v e r a l l ,  r e s e a r c h  o n  t h i s  
t o p o g r a p h y  d i d  n o t  s h o w  a n y  e n h a n c i n g  e f f e c t  O D  c e l l s .  H o w e v e r ,  s i m i l a r  t o  t h e  p i l l a r e d  
t o p o g r a p h i e s ,  m a n y  o f  t h e s e  s t u d i e s  h a v e  b e e n  p e r f o l l l 1 e d  o n  c e l l  t y p e s  o t h e r  t h a n  o s t e o b l a s t s .  
T h e r e f o r e ,  i t  i s  p r e f e r a b l e  t o  e s t a b l i s h  h o w  o s t e o b l a s t  c e l l s  r e s p o n d  t o  p i t t e d  t o p o g r a p h i e s  o n  
t y p i c a l  b i o m a t e r i a l s .  
S c h m i d t  e t  a ! .  [ 3 1 3 ]  c o n d u c t e d  a  s t u d y  o f p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  t o p o g r a p h y  o b t a i n e d  b y  s i l i c o n e  
m o u l d i n g  a  p h o t o l i t h o g r a p h i c a l l y  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e  a n d  a n a l y s i n g  t h e  v a r i a t i o n  i n  s u r f a c e  
e n e r g y .  T h e y  f o u n d  s u r f a c e  e n e r g y  t o  b e  l o w e r  o n  s u b s t r a t e s  w i t h  a  h i g h e r  s u r f a c e  a r e a  ( i . e .  
s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r e a t e r  d e n s i t y  o f  e i t h e r  p i l l a r  o r  p i t s ) .  T h i s  w e n t  a g a i n s t  t h e  w e l l  a c c e p t e d  
t h e o r y  t h a t  s u r f a c e  e n e r g y  i n c r e a s e s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  ( h i g h e r  s u r f a c e  
r o u g h n e s s  b e i n g  e q u i v a l e n t  t o  h i g h e r  s u r f a c e  a r e a )  [ 1 8 6 ] .  
T h i s  t h e s i s ,  u n l i k e  m u c h  o f  t h e  w o r k  a l r e a d y  p u b l i s h e d ,  e v a l u a t e d  o s t e o b l a s t  c e l l  r e s p o n s e  t o  
l i t h o g r a p h i c a l l y  o b t a i n e d  p i l l a r e d ,  p i t t e d  a n d  g r o o v e d  s t r u c t u r e s  i n  t h e  m i c r o m e t e r  s c a l e  w i t h  
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c p T i ,  D L C  a n d  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s .  A s  w a s  m a d e  c l e a r  f r o m  t h e  s e c t i o n  o n  c e l l - m a t e r i a l  
i n t e r a c t i o n ,  a  g r e a t  n u m b e r  o f  s t u d i e s  e v a l u a t e d  c e l l  r e s p o n s e  t o  r a n d o m l y  r o u g h e n e d  
s u r f a c e s .  T h i s  d i d  n o t  a c c u r a t e l y  s t a t e  w h a t  f e a t u r e s  o f  t h e  t o p o g r a p h y  c e l l s  w e r e  r e s p o n d i n g  
t o .  T h e  s t u d i e s  w h i c h  o b t a i n e d  a c c u r a t e  m i c r o p a t t e m e d  s u r f a c e s ,  e i t h e r  c o n d u c t e d  t e s t s  o n  
c e l l s  o t h e r  t h a n  o s t e o b l a s t s  o r  t e s t e d  o s t e o b l a s t  r e s p o n s e  t o  s u r f a c e s  s u c h  a s  p o l y s t y r e n e  a n d  
o c c a s i o n a l l y  t i t a n i u m  b u t  w i t h  a  d i f f e r e n t  s u r f a c e  t e x t u r e .  I n  o r d e r  t o  e v a l u a t e  h o w  w e l l  a  
t e x t u r e d  m a t e r i a l  w i l l  r e s p o n d  i n  v i v o  w i t h  b o n e ,  t e s t s  h a v e  t o  b e  c o n d u c t e d  w i t h  b o n e  c e l l s  
o n  m a t e r i a l s  t h a t  c a n  a c t u a l l y  b e  u t i l i s e d  i n  v i v o  e i t h e r  a s  a  b u l k  m a t e r i a l  o r  s u r f a c e  c o a t i n g .  
T h e  p a t t e r n e d  m a t e r i a l s  u t i l i s e d  w i t h i n  t h i s  s t u d y  d o e s  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  t o  b e  u s e d  i n  v i v o  
f o r  c o m m e r c i a l  a p p l i c a t i o n s  m a k i n g  t h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  r e l e v a n t  t o  t h e  b i o m a t e r i a l s  a n d  
b i o m e d i c a l  f i e l d .  
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2 . 4 .  C O A T I N G  T E C H N O L O G Y  
T h e  l a s t  d e c a d e  h a s  s e e n  a  r a p i d  g r o w t h  i n  t h e  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  c o a t i n g  p r o c e s s e s  u t i l i s e d  
a n d  a n  e q u a l l y  r a p i d  a d v a n c e m e n t  i n  t h e  t e c b n o l o g y .  T a b l e  9  l i s t s  s o m e  o f  t b e  c u r r e n t  
d e p o s i t i o n  p r o c e s s e s ,  o f  w h i c h  o u r  s t u d y  m a i n l y  c o n c e n t r a t e s  o n  p h y s i c a l  ( f L l t e r e d  a r c  
d e p o s i t i o n )  a n d  c h e m i c a l  v a p o u r  d e p o s i t i o n  ( p l a s m a  e n h a n c e d  c h e m i c a l  v a p o u r  d e p o s i t i o n ) .  
L I Q U I D  
L i q u i d  p h a s e  e p i t a x y  
E l e c t r o p h o r e s i s  
E L E C T R O L Y T I C  
E l e c t r o p l a t i n g  
E l e c t r o l e s s  p l a t i n g  
f - - - - - - - - - - - - - - - - - - ;_  ,  I t  e l e c t r o l y s i s  
P l a s m a  s p r a y i n g  
D - g u n  s p r a y i n g  
F l a m e  s p r a y i n g  
P H Y S I C A L  V A P O U R  D E P O S I T I O N  
E v a p o r a t i o n  
I o n  p l a t i n g  
F i l t e r e d  c a t h o d i c  v a c u u m  a r c  
C H E M I C A L  V A P O U R  D E P O S I T I O N  P l a s m a  e n h a n c e d  
A t o m i c  l a y e r  e p i t a x y  
V a p o u r  p h a s e  e p i t a x y  
A e r o s o l  a s s i s t e d  
l i q u i d  i n j e c t i o n  
T a b l e  9 :  o f  m a j o r  d e p o s i t i o n  p r o c e s s e s  1 3 1 4 1 .  
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M a n y  o f  t h e  d e p o s i t i o n  p r o c e s s e s  l i s t e d  i n  T a b l e  9  h a v e  b e e n  s u c c e s s f u l l y  a p p l i e d  i n  i n d u s t r y .  
S u r f a c e  c o a t i n g s  a n d  t h i n  f i l m s  a l l o w  a  c o m b i n a t i o n  o f  i d e a l  s u r f a c e  a t t r i b u t e s  w i t h  t h e  
o p t i m u m  b u l k  m a t e r i a l  p r o p e r t i e s .  T h e  s u r f a c e  o f  a  m a t e r i a l  e x p o s e d  t o  t h e  e n v i r o n m e n t  
e x p e r i e n c e s  c o r r o s i o n ,  r a d i a t i o n ,  w e a r ,  e l e c t r i c a l  o r  m a g n e t i c  f i e l d s .  I t  m u s t  p o s s e s s  t h e  
p r o p e r t i e s  t o  w i t h s t a n d  t h e  e n v i r o n m e n t  o r  t o  p r o v i d e  c e r t a i n  d e s i r a b l e  a t t r i b u t e s  s u c h  a s  
r e f l e c t i v i t y ,  s e m i - c o n d u c t i v i t y ,  h i g h  t h e l l n a l  c o n d u c t i v i t y  o r  e r o s i o n  r e s i s t a n c e ,  w h i c h  i s  
a c h i e v e d  m o r e  e a s i l y  t h r o u g h  a  p r o t e c t i v e  c o a t i n g  t h a n  t h r o u g h  m o d i f i c a t i o n  t o  t h e  b u l k  
m a t e r i a l .  T a b l e  1 0  d i s p l a y s  s o m e  m a t e r i a l  p r o p e r t i e s  t h a t  c a n  b e  i n f l u e n c e d  b y  c o a t i n g s .  
E L E C T R I C A L  
O P T I C A L  
C H E M I C A L  
P O R O S I T Y  
R e s i s t i v i t y ,  S u p e r c o n d u c t i v i t y ,  C r y s t a l  L a t t i c e  
M a g n e t i s m  a n d  t h e  D i e l e c t r i c  C o n s t a n t  
R e f r a c t i o n ,  E m i s s i v i t y ,  R e f l e c t i v i t y ,  
S e l e c t i v e  A b s o r p t i o n  p r o p e r t i e s  
W e a r ,  - ' . ,  .  . .  A . . '  - - . . . . .  . . . . .  I  
a n d  S t r e n g t h  
D i f f u s i o n ,  C o r r o s i o n ,  O x i d a t i o n ,  
E l e c t r o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  
S u r f a c e  A r e a ,  P o r e  
a n d  P o r e  
T a b l e  1 0 :  M a t e r i a l  p r o p e r t i e s  a f f e c t e d  b y  c o a t i n g s  1 3 1 4 1 .  
T h i n  f i l m  c o a t i n g s  d e p o s i t e d  b y  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  v a p o u r  p r o c e s s e s  a r e  c a p a b l e  o f  
d e l i v e r i n g  v e r y  t h i n ,  h i g h  q u a l i t y  f i l m s .  T h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n s  w i l l  d i s c u s s  p h y s i c a l  v a p o u r  
d e p o s i t i o n  ( P V D )  a n d  c h e m i c a l  v a p o u r  d e p o s i t i o n  ( C V D )  t e c h n i q u e s  i n  m o r e  d e t a i l ,  w i t h  
p a r t i c u l a r  e m p h a s i s  o n  f i l t e r e d  a r c  d e p o s i t i o n  a n d  p l a s m a  e n h a n c e d  C V D ;  t w o  m e t h o d s  
e m p l o y e d  f o r  t h i n  f i l m  d e p o s i t i o n  i n  t h i s  s t u d y .  
P r i o r  t o  d i s c u s s i n g  t h e  v a r i o u s  d e p o s i t i o n  p r o c e s s e s ,  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  h o w  t h e  c o n d i t i o n  
o f  a  s u b s t r a t e  m a t e r i a l  a f f e c t s  t h e  q u a l i t y  o f  t h e  d e p o s i t e d  t h i n  f i l m  m a t e r i a l .  T h e  s u r f a c e  
c h e m i s t r y ,  m o r p h o l o g y  a n d  m e c h a n i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  s u b s t r a t e  a r e  i m p o r t a n t  t o  t h e  
a d h e s i o n ,  f i l m  f O J  m a t i o n  p r o c e s s  a n d  t h e  r e s u l t i n g  f i l m  p r o p e r t i e s .  F o r  e x a m p l e ,  i f  t h e  
s u b s t r a t e  c h e m i s t r y  a n d  m o r p h o l o g y  i s  i n h o m o g e n e o u s ,  t h e n  i t  w i l l  r e s u l t  i n  a n  
i n h o m o g e n e o u s  s u r f a c e  c o a t i n g .  T h e  c l e a n i n g  a n d  s u r f a c e  m o d i f i c a t i o n  p r o c e s s e s  a r e  
i m p o r t a n t  i n  o b t a i n i n g  a  h o m o g e n e o u s  s u b s t r a t e  s u r f a c e  f o r  n u c l e a t i o n  a n d  g r o w t h  o f  t h e  
d e p o s i t i n g  a t o m s .  1 1  i s  a l s o  i m p o r t a n t ,  i n  o b t a i n i n g  a  r e p r o d u c i b l e  t h i n  f i l m ,  t o  e n s u r e  t h a t  
a p p r o p r i a t e  s p e c i f i c a t i o n s  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n ,  h a n d l i n g  a n d  s t o r a g e  o f  m a t e r i a l s  e x i s t .  
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2 . 4 . 1 .  P H Y S I C A L  V A P O U R  D E P O S I T I O N  
T h e  p h y s i c a l  v a p o u r  d e p o s i t i o n  p r o c e s s  i s  a n  a t o m i c  d e p o s i t i o n  m e t h o d ,  w h e r e  m a t e r i a l  i s  
v a p o u r i z e d  f r o m  a  s o l i d  o r  l i q u i d  s o u r c e  i n  t h e  f o r m  o f  a t o m s  o r  m o l e c u l e s ,  t r a n s p o r t e d  a s  a  
v a p o u r  t h r o u g h  a  v a c u u m  o r  l o w  p r e s s u r e  g a s e o u s  e n v i r o n m e n t  t o  t h e  s u b s t r a t e  w h e r e  i t  
c o n d e n s e s .  T h e  a t o m s  f o r m  a  f i l m  h y  c o n d e n s i n g  o n  t h e  s u b s t r a t e  a n d  m i g r a t i n g  t o  s i t e s ,  
w h e r e  n u c l e a t i o n  a n d  g r o w t h  o c c u r s .  F u r t h e r ,  a d a t o m s  d o  n o t  a c h i e v e  t h e i r  l o w e s t  e n e r g y  
c o n f i g u r a t i o n s  a n d  t h e  r e s u l t i n g  s t r u c t u r e  c o n t a i n s  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s t r u c t u r a l  
i m p e r f e c t i o n s .  A n  a d a t o m  i s  a n  a t o m  t h a t  l i e s  o n  a  c r y s t a l  s u r f a c e ,  a n d  c a n  b e  s e e n  a s  t h e  
o p p o s i t e  o f a  s u r f a c e  v a c a n c y .  T h i s  t y p e  o f  f i l m  d e p o s i t i o n  c a n  a c h i e v e  f i l m  t h i c k n e s s e s  f r o m  
a  f e w  n a n o m e t e r s  t o  t h o u s a n d s  o f  n a n o m e t e r s .  I t  c a n  a l s o  b e  u s e d  t o  c r e a t e  m u l t i  l a y e r  
c o a t i n g s ,  g r a d e d  c o m p o s i t i o n  d e p o s i t s ,  v e r y  t h i c k  d e p o s i t s  a n d  f r e e s t a n d i n g  s t r u c t u r e s  [ 3 1 5 ] .  
P V D  p r o c e s s e s  c a n  b e  u s e d  t o  d e p o s i t  f i l m s  o f  e l e m e n t s  a n d  a l l o y s  a s  w e l l  a s  c o m p o u n d s  
u s i n g  r e a c t i v e  d e p o s i t i o n  p r o c e s s e s ,  b y  t h e  r e a c t i o n  o f  d e p o s i t i o n  m a t e r i a l  w i t h  t h e  a m b i e n t  
g a s  e n v i r o n m e n t  o r  w i t h  a  c o - d e p o s i t i n g  m a t e r i a l .  T h e  m a i n  c a t e g o r i e s  o f  P V D  p r o c e s s e s  
w e r e  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  3 4 .  
2 . 4 . 1 . 1 .  P V D  P R O C E S S I N G  T E C H N I Q U E S  
2 . 4 . 1 . 1 . 1 .  V A C U U M  D E P O S I T I O N  
V a c u u m  d e p o s i t i o n  a l s o  c a l l e d  v a c u u m  e v a p o r a t i o n  i s  a  p r o c e s s  i n  w h i c h  m a t e r i a l  f r o m  a  
t h e r m a l  v a p o u r i z a t i o n  s o u r c e  r e a c h e s  t h e  s u b s t r a t e  w i t h  l i t t l e  o r  n o  c o l l i s i o n  w i t h  g a s  
m o l e c u l e s  i n  t h e  s p a c e  b e t w e e n  t h e  s o u r c e  a n d  s u b s t r a t e .  I t  i s  a  l i n e - o f - s i g h t  d e p o s i t i o n  
p r o c e s s  o p e r a t i n g  a t  g a s  p r e s s u r e s  r a n g i n g  b e t w e e n  1 0 .
5  
t o  1 0 .
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T o r r .  G a s e o u s  c o n t a m i n a t i o n  
i s  r e d u c e d  b y  t h e  v a c u u m  e n v i r o n m e n t .  T h e  t h e l  m a l  v a p o r i z a t i o n  r a t e  i s  r e l a t i v e l y  h i g h  
c o m p a r e d  t o  o t h e r  v a p o r i z a t i o n  m e t h o d s .  T h e r m a l  e v a p o r a t i o n  i s  d o n e  e i t h e r  u s i n g  a  
t h e I n J a l l y  h e a t e d  s o u r c e  s u c h  a s  t u n g s t e n  w i r e  c o i l s  ( r e f e r  F i g u r e  3 4 a )  o r  b y  h i g h  e n e r g y  
e l e c t r o n  b e a m  h e a t i n g  o f  t h e  s o u r c e  m a t e r i a l  i t s e l f .  S u b s t r a t e s  a r e  m o u n t e d  a  c o n s i d e r a b l e  
d i s t a n c e  a w a y  f r o m  t h e  s o u r c e  t o  r e d u c e  r a d i a n t  h e a t i n g  o f  t h e  s u b s t r a t e  b y  t h e  v a p o r i z a t i o n  
p r o c e s s  [ 3 1 5 ] .  T h i s  p r o c e s s  i s  u s e d  t o  c r e a t e  w e a r  a n d  c o r r o s i o n  r e s i s t a n t  c o a t i n g s ,  
e l e c t r i c a l l y  c o n d u c t i n g  f i l m s ,  m i r r o r  c o a t i n g s  a n d  d e c o r a t i v e  c o a t i n g s .  
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I B & D  
F i g u r e  3 4 :  P V D  p r o c e s s i n g  t e c h n i q u e s :  ( a )  v a c u u m  e v a p o r a t i o n ,  ( b  a n d  c )  s p u t t e r  d e p o s i t i o n  i n  a  p l a s m a  
e n v i r o n m e n t ,  ( d )  s p u t t e r  d e p o s i t i o n  i n  a  v a c u u m ,  ( e )  i o n  p l a t i n g  i n  a  p l a s m a  e n v i r o n m e n t  w i t h  a  t h e r m a l  
e v a p o r a t i o n  s o u r c e ,  ( I )  i o n  p l a t i n g  w i t h  a  s p u t t e r i n g  s o u r c e ,  ( g )  i o n  p l a t i n g  w i t h  a n  a r c  v a p o r i z a t i o n  
s o u r c e  a n d ,  ( h )  I o n  B e a m  A s s i s t e d  D e p o s i t i o n  ( I B A D )  w i t h  a  t h e r m a l  e v a p o r a t i o n  s o u r c e  a n d  i o n  
b o m b a r d m e n t  f r o m  a n  i o n  g u n  1 3 1 5 1 .  
2 . 4 . 1 . 1 . 2 .  S P U T T E R  D E P O S I T I O N  
T h i s  p r o c e s s  i n v o l v e s  p a r t i c l e s  b e i n g  v a p o r i z e d  f r o m  a  s u r f a c e  ( t a r g e t ) ,  b y  t h e  p h y s i c a l  
s p u t t e r i n g  p r o c e s s .  I t  i s  a  n o n - t h e l l l l a l  v a p o r i z a t i o n  p r o c e s s  w h e r e  s u r f a c e  a t o m s  a r e  
p h y s i c a l l y  e j e c t e d  f r o m  a  s o l i d  t a r g e t  b y  m o m e n t u m  t r a n s f e r  f r o m  a  g a s e o u s  i o n  a c c e l e r a t e d  
b y  p l a s m a .  T h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  s u b s t r a t e  a n d  t a r g e t  i s  m u c h  s h o r t e r  t h a n  w i t h  v a c u u m  
d e p o s i t i o n .  S p u t t e r i n g  c a n  b e  p e r f O l  r u e d  b y  e n e r g e t i c  i o n  b o m b a r d m e n t  o f  a  t a r g e t  b y  a  l o w  
p r e s s u r e  p l a s m a  « 5  m T o r r )  ( r e f e r  F i g u r e  3 4 c )  o r  i o n  g u n  ( r e f e r  F i g u r e  3 4 d )  w h e r e  t h e  
s p u t t e r e d  p a r t i c l e s  e x p e r i e n c e  f e w  o r  n o  g a s  p h a s e  c o l l i s i o n s  i n  t h e  a r e a  b e t w e e n  t h e  t a r g e t  
a n d  s u b s t r a t e .  S p u t t e r i n g  c a n  a l s o  b e  d o n e  w i t h  h i g b  p r e s s u r e  p l a s m a s  ( 5 - 3 0  m T o r r )  b y  
e n e r g e t i c  p a r t i c l e s  s p u t t e r e d  o r  r e f l e c t e d  f r o m  t h e  s p u t t e r i n g  t a r g e t  a n d  b e i n g  t h e l l l l a l i s e d  b y  
g a s  p b a s e  c o l l i s i o n s  b e f o r e  s e t t l i n g  o n  t h e  s u b s t r a t e  s u r f a c e  ( r e f e r  F i g u r e  3 4 b ) .  T h e  s p u t t e r i n g  
s o u r c e  c a n  b e  a n  e l e m e n t ,  a l l o y ,  m i x t u r e ,  o r  a  c o m p o u n d .  T h j s  p r o c e s s  i s  t y p i c a l l y  u s e d  t o  
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d e p o s i t  r e f l e c t i v e  c o a t i n g s  o n  c o m p a c t  d i s c s ,  m a g n e t i c  f i l m s ,  a n d  t h i n  f i l m  m e t a l l i z a t i o n  o n  
s e m i c o n d u c t o r  m a t e r i a l  [ 3 1 5 ] .  
2 . 4 . 1 . 1 . 3 .  I O N  P L A T I N G  
I o n  p l a t i n g ,  a l s o  c a l l e d  i o n  a s s i s t e d  d e p o s i t i o n  ( l A D )  o r  i o n  v a p o u r  d e p o s i t i o n  ( l V D )  u s e s  
s i m u l t a n e o u s  o r  i n t e r m i t t e n t  b o m b a r d m e n t  o f  t h e  d e p o s i t i n g  f i l m  b y  a t o m i c - s i z e d  e n e r g e t i c  
p a r t i c l e s ,  t o  m o d i f y  a n d  c o n t r o l  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  d e p o s i t i n g  f i l m .  T h e  e n e r g y ,  f l u x  a n d  
m a s s  o f  t h e  b o m b a r d i n g  s p e c i e s  a n d  t h e  r a t i o  o f  b o m b a r d i n g  p a r t i c l e s  a r e  i m p o r t a n t  v a r i a b l e s  
i n  t h i s  p r o c e s s .  T h e  d e p o s i t i n g  m a t e r i a l  c a n  e i t h e r  b e  v a p o r i z e d  b y  e v a p o r a t i o n  ( r e f e r  F i g u r e  
3 4 e ) ,  s p u t t e r i n g  ( r e f e r  F i g u r e  3 4 f ) ,  a r c  e r o s i o n  ( r e f e r  F i g u r e  3 4 g )  o r  b y  d e c o m p o s i t i o n  o f  a  
c h e m i c a l  v a p o u r  p r e c u r s o r .  T h e  b o m b a r d i n g  e n e r g e t i c  p a r t i c l e s  a r e  g e n e r a l l y  i o n s  o f  a n  i n e r t  
o r  r e a c t i v e  g a s ,  o r  s o m e t i m e s  i o n s  o f  t h e  c o n d e n s i n g  m a t e r i a l .  I o n  p l a t i n g  c a n  b e  d o n e  i n  a  
p l a s m a  e n v i r o n m e n t  w h e r e  i o n s  f o r  b o m b a r d m e n t  a r e  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  p l a s m a .  W h e n  i o n s  
f o r  b o m b a r d m e n t  a r e  f O J l n e d  i n  a n  i o n  g u n  w i t h i n  a  v a c u u m  e n v i r o n m e n t ,  t h e  p r o c e s s  i s  
t e J l l 1 e d  i o n  b e a m  a s s i s t e d  d e p o s i t i o n  ( I B A D )  ( r e f e r  F i g u r e  3 4 h ) .  I o n  p l a t i n g  i s  u s e d  t o  d e p o s i t  
h a r d  c o a t i n g s  o f  c o m p o u n d  m a t e r i a l s ,  a d h e r e n t  m e t a l  c o a t i n g s  a n d  c o n f o l l l l a l  c o a t i n g s  o n  
c o m p l e x  s u r f a c e s  [ 3 1 5 ) .  
A  m a j o r  p r o b l e m  w i t h  P V D  f i l m s  i s  t h e  p r e s e n c e  o f  c o l u n I D s  a n d  v o i d s  w h i c h  l i m i t  t h e  
m e c h a n i c a l  s t r e n g t h  o f  t h e  d e p o s i t e d  f i l m  a n d  a f f e c t  o t h e r  p r o p e r t i e s  s u c h  a s  o p t i c a l  s t a b i l i t y .  
I o n i z a t i o n  a s s i s t e d  e v a p o r a t i v e  p r o c e s s e s  s u c h  a s  ! B A D  o r  i o n  p l a t i n g ,  d i s c u s s e d  i n  t h e  
s e c t i o n s  a b o v e ,  o v e r c o m e  m a n y  o f  t h e  m a j o r  p r o b l e m s  b y  d e p o s i t i n g  f i l m s  t h r o u g h  
b o m b a r d i n g  t h e  s u b s t r a t e  w i t h  e n e r g e t i c  p a r t i c l e s  [ 3 1 6 ] .  A n  o p t i m u m  d e p o s i t i o n  p r o c e s s  
r e q u i r e s  a  h i g h  f l o w  o f  f i l m  a t o m s  w i t h  e n e r g y  o f  a p p r o x i m a t e l y  5 - 5 0  e V  t o  d e l i v e r  s u f f i c i e n t  
s u r f a c e  m o b i l i t y  a t  t h e  s u b s t r a t e  t o  o v e r c o m e  c o l u m n a r  g r o w t h .  A r c  e v a p o r a t i o n  i s  c a p a b l e  o f  
d e l i v e r i n g  t h i s  f l o w ,  h o w e v e r  t h e  p r e s e n c e  o f  m i c r o d r o p l e t s  o r  m a c r o p a r t i c l e s  i n  t h e  v a p o u r  
s y s t e m  i s  a  m a j o r  d i s a d v a n t a g e  ( d i s c u s s e d  i n  f u r t h e r  d e t a i l  o n  p a g e  1 0 9 ) .  
2 . 4 . 1 . 2 .  A R C  V A P O U R  D E P O S I T I O N  
A r c  v a p o u r  d e p o s i t i o n  i s  a  P V D  t e c h n i q u e  w h i c h  u s e s  t h e  v a p o u r i z a t i o n  f r o m  a n  e l e c t r o d e  
u n d e r  a r c i n g  c o n d i t i o n s  a s  a  s o u r c e  o f v a p o u r i z e d  m a t e r i a l  [ 3 1 7 - 3 2 0 ] .  A r c i n g  s t a t e s  c o n s i s t  o f  
a  h i g h - c u r r e n t  l o w - v o l t a g e  e l e c t r i c a l  c u r r e n t  p a s s i n g  t h r o u g h  a  g a s  o r  a  v a p o u r  o f  t h e  
e l e c t r o d e  m a t e r i a l .  T h e  a r c  v o l t a g e  h a s  t o  b e  n e a r  t h e  i o n i z a t i o n  p o t e n t i a l  o f  t h e  g a s  o r  
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v a p o u r .  I o n  b o m b a r d m e n t  a t  t h e  c a t h o d e  a n d  e l e c t r o n  b o m b a r d m e n t  a t  t h e  a n o d e  h e a t  t h e  
e l e c t r o d e s .  M o s t  o f  t h e  e j e c t e d  m a t e r i a l  i s  t h e r m a l l y  e v a p o r a t e d  b u t  s o m e  a r e  e j e c t e d  a s  
m o l t e n  d r o p l e t s  o r  s o l i d  p a r t i c l e s  f r o m  t b e  c a t h o d e .  T h e  a r c  c a n  b e  s e t u p  b e t w e e n  c l o s e l y  
s p a c e d  e l e c t r o d e s  i n  a  g o o d  v a c u u m  b y  v a p o r i z i n g  s o m e  o f  t h e  e l e c t r o d e  m a t e r i a l  [ 3 1 5 ] .  
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F i g u r e  3 5 :  C o n v e n t i o n a l  u n t i l t e r e d  a r c  d e p o s i t i o n  s y s t e m  13 2 1 1 .  
2 . 4 . 1 . 2 . 1 .  C A T H O D I C  A R C  
S e v e r a l  m e t h o d s  o f  c r e a t i n g  a n  a r c  a r e  p o s s i b l e  ( v a c u u m  a r c s ,  g a s e o u s  a r c s ,  a n o d i c  a r c s ) ;  
h o w e v e r  w e  w i l l  o n l y  d i s c u s s  t h e  c a t h o d i c  a r c  i n  m o r e  d e t a i l  a s  t h i s  w a s  t h e  s y s t e m  u t i l i s e d  i n  
t i t a n i u m  f i l m  d e p o s i t i o n  f o r  t h e  c u r r e n t  s t u d y .  C a t h o d i c  a r c s  a r e  s o  n a m e d  b e c a u s e  
v a p o u r i z a t i o n  p r i m a r i l y  o c c u r s  f r o m  t h e  c a t h o d e  s u r f a c e  b y  a r c  e r o s i o n  [ 3 2 2 ] .  A  w a t e r  c o o l e d  
c a t h o d e  s o u r c e  i s  t h e  m o s t  c o m m o n  t y p e  f o r  f i l m  d e p o s i t i o n .  M i n i m u m  a r c  c u r r e n t s  o f  a b o u t  
1 0 - 5 0  A  f o r  l o w  m e l t i n g  p o i n t  m a t e r i a l s  s u c h  a s  C u  a n d  T i ,  t o  3 0 0 - 4 0 0  A  f o r  r e f r a c t o r y  
m a t e r i a l s  s u c h  a s  T u n g s t e n  a r e  r e q u i r e d  f o r  s t a b l e  a r c s .  T h e  c a t h o d e  d e s i g n  w i l l  d i c t a t e  t h e  
e a s e  o f  e l e c t r o n  f l o w  b e t w e e n  t h e  a n o d e  a n d  c a t h o d e ,  t h e r e f o r e  a f f e c t i n g  t h e  a r c  v o l t a g e  f r o m  
a b o u t  1 5  V  t o  a b o u t  1 0 0  v o l t s  [ 3 1 5 ] .  
A  t r i g g e r  ( a s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 5 )  i n i t i a t e s  t h e  a r c  a n d  t h e  c u r r e n t  f l o w  t h r o u g h  t h e  c a t h o d e .  
T h e  c u r r e n t  i s  c o n c e n t r a t e d  a t  a  s m a l l  n u m b e r  o f  d i s c r e t e  s i t e s  c a l l e d  c a t h o d e  s p o t s  ( r e f e r  
F i g u r e  3 6 ) .  T h e s e  c a t h o d e  s p o t s  a r e  a n  i n t e n s e  s o u r c e  o f  e l e c t r o n s ,  m e t a l  a t o m s  a n d  m i c r o n -
s i z e d  d r o p l e t s  ( m a c r o p a r t i c l e s )  w i t h  h i g h  c u r r e n t ,  p o w e r  a n d  p l a s m a  d e n s i t y  [ 3 2 3 ] .  T h e  
c a t h o d e  s p o t s  m o v e  o v e r  t h e  s u r f a c e  u n t i l  i t  i s  e x t i n g u i s h e d .  A  c u r r e n t  o f  b e t w e e n  3 0 - 3 0 0  A  
i s  p r e s e n t  w i t h i n  t h i s  s p o t  a n d  t h e  e l e c t r o n  d e n s i t y  c a n  b e  h i g h e r  t h a n  1 0
4  
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A r c  m o v e m e n t  o n  t h e  c a t h o d e  i s  a f f e c t e d  b y  t h e  g a s  c o m p o s i t i o n  a n d  p r e s s u r e ,  c a t h o d e  
m a t e r i a l  a n d  i m p u r i t i e s  a n d  t b e  p r e s e n c e  o f  m a g n e t i c  f i e l d s .  W h e n  t h e r e  i s  n o  m a g n e t i c  f i e l d ,  
t h e  a r c  w i l l  m o v e  i n  a  r a n d o m  m a n n e r  o v e r  t b e  c a t h o d e .  S t a t i s t i c a l l y ,  t h e  a r c  i s  m o s t l y  i n  t b e  
c e n t e r  o f  t b e  d i s k ,  b e n c e  t h e  m a j o r i t y  o f  c a s e s  o b s e r v e  t h e  c a t h o d e  e r o d i n g  i n  t h e  c e n t e r  o f  t h e  
d i s k  [ 3 1 5 ) .  
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F i g u r e  3 6 :  D i a g r a m  o f  t h e  c a t h o d i c  a r c  s p o t  w i t h  t h e  g e n e r a t i o n  o f  p l a s m a  1 3 2 3 1 .  
T h e  p l a s m a  e x p a n d s  f r o m  t h e  c a t h o d e  s p o t s  i n t o  t h e  v a c u u m .  T b e  p r o d u c t i o n  o f  p l a s m a  a n d  
e m i s s i o n  o f  e l e c t r o n s  a t  c a t h o d e  s p o t s  a r e  e s s e n t i a l  f o r  t h e  o p e r a t i o n  o f  v a c u u m  a r c  
d i s c h a r g e s  a s  t h e y  a l l o w  c u r r e n t  t r a n s p o r t  b e t w e e n  t b e  c a t h o d e  a n d  a n o d e  [ 3 2 3 ) .  T b e  m e t a l  
p l a s m a s  g e n e r a t e d  b y  v a c u u m  a r c  e x p a n d  r a p i d l y  f r o m  t h e  c a t h o d e  i n t o  t h e  v a c u u m  a m b i e n t  
w i t h  h i g b - s p e e d  i o n  v e l o c i t i e s  b e t w e e n  I  x  I  0
4  
t o  3 x  I  0
4  
m / s  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  i o n  s o u n d  
v e l o c i t y  [ 3 2 4 ] .  T h e  r a n g e  o f  t h e  i o n  v e l o c i t y  c o r r e s p o n d s  t o  h i g h  i o n  e n e r g i e s ,  w h i c b  a r e  o n e  
o f  t h e  i m p o r t a n t  f e a t u r e s  o f  c a t h o d i c  v a c u u m  a r c  p r o c e s s e s  a n d  c r i t i c a l l y  i m p o r t a n t  t o  t h e  
m a t e r i a l  p r o p e r t i e s  o f  t b e  d e p o s i t e d  f i l m .  T h e  h i g h  d e p o s i t i o n  e n e r g y  o f  t h e  c o n d e n s i n g  a t o m s  
p r o v i d e s  a  k i n d  o f  p s e u d o - t e m p e r a t u r e  t o  t h e  g r o w i n g  f i l m ,  w h i c h  c o n s e q u e n t l y  f a v o u r s  a t o m  
m o b i l i t y  a n d  p r o m o t e s  a d h e s i o n  a n d  t h e r e f o r e  a  h i g b e r  q u a l i t y  f i l m .  
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2 . 4 . 1 . 2 . 2 .  M A C R O P A R T I C L E S  
M a c r o p a r t i c l e s  a r e  f o r m e d  b y  a b l a t i o n  o f  m o l t e n  o r  s o l i d  p a r t i c l e s  b y  t h e r m a l  s h o c k  a n d  
h y d r o d y n a m i c  e f f e c t s  i n  t h e  m o l t e n  s p o t  o n  a  s o l i d  s u r f a c e .  M a c r o p a r t i c l e s  a r e  n o t  f O l m e d  o n  
m o l t e n  c a t h o d e s .  T h e  m e l t i n g  p o i n t  a n d  v a p o u r  p r e s s u r e  o f  t h e  c a t h o d e  m a t e r i a l  d e t e !  m i n e s  
t h e  n u m b e r  a n d  s i z e  o f  t h e  m a c r o p a r t i c l e s  f o r m e d .  L a r g e r  m a c r o p a r t i c l e s  a r e  f O l l n e d  w i t h  
c a t h o d e  m a t e r i a l  h a v i n g  l o w  m e l t i n g  p o i n t s  a n d  s l o w  a r c  m o v e m e n t  w h i l e  m a c r o p a r t i c l e s  l e s s  
t h a n  I  m i c r o n  a r e  f O l m e d  b y  m a t e r i a l s  w i t h  h i g h  m e l t i n g  p o i n t s  a n d  f a s t  a r c  m o v e m e n t  [ 3 1 5 ] .  
M a c r o p a r t i c l e  f o r m a t i o n  i s  g e n e r a l l y  t o l e r a t e d  i n  s i m p l e  m e t a l l u r g i c a l  c o a t i n g s  o r  t o o l  
c o a t i n g s ;  h o w e v e r  t h e y  p r e v e n t  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  c a t h o d i c  v a c u u m  a r c  p r o c e s s  t o  a r e a s  
w h i c h  d e m a n d  h i g h  q u a l i t y  f i l m s ,  s u c h  a s  i n  o p t i c a l  a p p l i c a t i o n s  a n d  m i c r o e l e c t r o n i c s .  
S o l v i n g  o r  m i n i m i z i n g  t h e  p r o b l e m  o f  m a c r o p a r t i c l e s  h a s  b e e n  a c h i e v e d  v i a  t h e  f i l t e r e d  a r c  
s o u r c e  c o n f i g u r a t i o n .  
2 . 4 . 1 . 2 . 3 .  F I L T E R E D  C A T H O D I C  A R C  D E P O S I T I O N  
F i l t e r i n g  t h e  p l a s m a  i n  o r d e r  t o  r e m o v e  m a c r o p a r t i c l e s  h a s  b e e n  o n e  o f  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  
m e t h o d s  [ 3 2 5 ] .  D e p o s i t i o n  r a t e s  a r e  t y p i c a l l y  r e d u c e d  b e t w e e n  1 0 %  - 5 0 % w h e n  u s i n g  t h e  
f i l t e r e d  s y s t e m .  F i g u r e  3 7  i l l u s t r a t e d  a  f e w  o f  t h e  f i l t e r e d  a r c  m e t h o d s .  
T h e  s h i e l d e d  s o u r c e  d e s i g n  ( r e f e r  F i g u r e  3 7 a )  i s  t h e  s i m p l e s t  m e t h o d  o f  m i n i m i z i n g  
m a c r o p a r t i c l e s  r e a c h i n g  t h e  s u b s t r a t e  s u r f a c e  b y  p l a c i n g  a  b a r r i e r  ( s h i e l d )  b e t w e e n  t h e  a r c  
s o u r c e  a n d  s u b s t r a t e .  A  s l i g h t l y  m o d i f i e d  v e r s i o n  o f  t h i s  w a s  t h e  V e n e t i a n  B l i n d  f i l t e r  
d e s c r i b e d  b y  R y a b c h i k o v  e t  a l .  [ 3 2 6 ,  3 2 7 ]  w h e r e  a  s e r i e s  o f  p l a t e s  a r e  u s e d  t o  d e f l e c t  t h e  
p l a s m a  b y  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  a  h i g h  c u r r e n t  w h i l s t  m a c r o p a r t i c l e s  a r e  r e s t r i c t e d  b y  t h e  n o n -
l i n e - o f  s i g h t  p a t h  b e t w e e n  t h e  s o u r c e  a n d  s u b s t r a t e .  T h e s e  m e t h o d s  a r e  e f f e c t i v e  i n  r e m o v i n g  
m a c r o p a r t i c l e s ;  h o w e v e r  p e r f o l  I n  a t  a  l o w e r  d e p o s i t i o n  r a t e .  F i g u r e  3 7 b  s h o w e d  a  d e s i g n  
d e v e l o p e d  b y  S a n d e r s  e t  a l .  [ 3 2 8 ]  w h e r e  a  m a g n e t i c  f i e l d  w a s  a p p l i e d  v i a  a  s o l e n o i d  m o u n t e d  
i n  t h e  f r o n t  o f  t h e  c a t h o d e  t o  i n c r e a s e  t h e  i o n i s e d  f r a c t i o n  a n d  t h e  a v e r a g e  c h a r g e  p e r  i o n .  T h e  
m a c r o p a r t i c l e s  a r e  t h o u g h t  t o  e v a p o r a t e  b y  c o l l i d i n g  w i t h  e l e c t r o n s  d u e  t o  t h e  i n c r e a s e d  
e l e c t r o n  d e n s i t y  ( d u e  t o  t h e  m a g n e t i c  f i e l d ) ,  w h i c h  r e d u c e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
m a c r o p a r t i c l e s .  A  m o r e  c o m m o n  f i l t e r  m e t h o d  i s  t h e  q u a r t e r - t o r u s  ( r e f e r  F i g u r e  3 7 c )  w i t h  a  
m a g n e t i c  f i e l d  a p p l i e d  p a r a l l e l  t o  t h e  w a l l s  o f  t h e  t o r u s  [ 3 2 9 ] .  T h e  c u r v e d  p a t h w a y  p r e v e n t s  
l i n e - o f - s i g h t  b e t w e e n  t h e  s o u r c e  a n d  s u b s t r a t e ,  a n d  t h e  m a g n e t i c  f i e l d  g u i d e s  t h e  i o n s  a n d  
e l e c t r o n s  t h r o u g h  t h e  f i l t e r .  
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F i g u r e  3 7 :  F i l t e r e d  a r c  d e s i g n s  ( a )  s h i e l d e d  s o u r c e ,  ( b )  e n h a n c e d  s o u r c e  w i t h  f i e l d  c o i l ,  ( c )  p l a s m a  d u c t  
f i l t e r ,  ( d )  k n e e  s o u r c e  a n d  ( e )  d e n e c t i o n  s o u r c e  1 3 3 0 1 .  
M a n y  o f  t h e  a r c  d e s i g n s  d i s c u s s e d  a b o v e  a r e  s u c c e s s f u l  i n  r e m o v i n g  o r  m i n i m i z i n g  
m a c r o p a r t i c l e  c o n t a m i n a t i o n ,  h o w e v e r  t h e y  p e r f o l l n  t h i s  t a s k  a t  a  d i m i n i s h e d  d e p o s i t i o n  r a t e .  
F i g u r e  3 7 d  i l l u s t r a t e d  a  d e s i g n  k n o w n  a s  t h e  k n e e  s o u r c e  f i l t e r .  D e v e l o p e d  b y  F a l a b e l l a  e t  a l .  
[ 3 3 1 ] ,  t h i s  d e s i g n  o p e r a t e s  o n  s i m i l a r  p r i n c i p l e s  t o  t h e  q u a r t e r - t o r u s  w h e r e  t h e  m a g n e t i c  f i e l d  
l i n e s  a r e  p a r a l l e l  t o  t h e  w a l l s  o f  t h e  v a c u u m  c h a m b e r .  T b e  b e n e f i t s  o f  t h i s  m e t h o d  a r e  t h e  e a s e  
o f  c o n s t r u c t i o n  a n d  g r e a t e r  p l a s m a  t r a n s p o r t  e f f i c i e n c y  d u e  t o  t h e  4 5 °  r a t h e r  t h a n  9 0 °  t o r o i d a l  
s e c t o r .  
M a c r o p a r t i c l e s  t e n d  t o  t r a v e l  i n  a  s t r a i g h t  l i n e ,  h e n c e  t h e  s u c c e s s  o f  t h e  n o n - l i n e - o f  s i g h t  
s y s t e m .  W i t h  t h e  s y s t e m  s h o w n  i n  F i g u r e  5 5 ,  t h e  m a c r o p a r t i c l e s  w o u l d  f l o w  s t r a i g h t  a n d  
d e p o s i t  o n  t h e  w a l l  o f  t h e  t o r o i d a l  c h a m b e r ,  w h i l e  t h e  i o n s  f l o w  o n  t o  t h e  s u b s t r a t e .  
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2 . 4 . 1 . 3 .  F I L M  G R O W T H  
A t o m i s t i c  f i l m  g r o w t h  o c c u r s  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  c o n d e n s a t i o n  o f  a t o m s  t h a t  a r e  m o b i l e  o n  a  
s u r f a c e .  S e v e r a l  f a c t o r s  a f f e c t  t h i s  f i l m  g r o w t h ,  s u c h  a s  s u r f a c e  m o r p h o l o g y ,  f l a w s ,  
c o n t a m i n a t i o n ,  s u b s t r a t e  t e m p e r a t u r e ,  d e p o s i t i o n  r a t e ,  s u r f a c e  c h e m i s t r y  e t c .  I n  o r d e r  t o  
a c h i e v e  c o n s i s t e n t  f i l m  p r o p e r t i e s ,  t h e  f a c t o r s  t h a t  i n f l u e n c e  f i l m  g r o w t h  m u s t  b e  r e p r o d u c i b l e  
[ 3 1 5 ] .  
F i l m  g r o w t h  o c c u r s  i n  f i v e  s t a g e s ,  ( I )  c o n d e n s a t i o n  a n d  n u c l e a t i o n  o f  t h e  a d a t o m s  o n  t h e  
s u r f a c e ,  ( 2 )  n u c l e i  g r o w t h ,  ( 3 )  i n t e r f a c e  f O i l  n a t i o n ,  ( 4 )  f i l m  g r o w t h  ( n u c l e a t i o n  a n d  r e a c t i o n  
w i t h  p r e v i o u s l y  d e p o s i t e d  m a t e r i a l ) ,  a n d  ( 5 )  p o s t - d e p o s i t i o n  c h a n g e s  d u e  t o  t r e a t m e n t s ,  
a m b i e n t  e n v i r o n m e n t ,  s t o r a g e  c h a n g e s  e t c  [ 3 1 5 ] .  
A t o m s  c o n d e n s e  o n  a  s u r f a c e  b y  l o s i n g  e n e r g y  a n d  b o n d i n g  t o  o t h e r  a t o m s .  D e p o s i t i n g  a t o m s  
c a n  e x p e r i e n c e  t h i s  l o s s  i n  e n e r g y  t h r o u g h  c h e m i c a l l y  r e a c t i n g  w i t h  s u b s t r a t e  s u r f a c e  a t o m s ,  
f i n d i n g  p r e f e r e n t i a l  n u c l e a t i o n  s i t e s  w i t h  l a t t i c e  d e f e c t s  o r  i m p u r i t i e s ,  b y  c o l l i d i n g  w i t h  o t h e r  
d i f f u s i n g  s u r f a c e  a t o m s  a n d  b y  c o l l i d i n g  w i t h  a d s o r b e d  s u r f a c e  s p e c i e s .  T h e  c o n d e n s i n g  
a t o m s  r e a c t  w i t h  t h e  s u r f a c e  t o  f 0 1 l 1 1  a t o m - t o - a t o m  c h e m i c a l  b o n d s .  T h e  t y p e  o f  b o n d i n g  
v a r i e s  b e t w e e n  m e t a l l i c  ( h o m o p o l a r )  h o n d i n g  w h e r e  a t o m s  s h a r e  o r b i t a l  e l e c t r o n s ,  
e l e c t r o s t a t i c  ( c o u l o m b i c ,  h e t e r o p o l a r )  b o n d i n g  w h e r e  i o n s  a r e  f O l l l l e d  d u e  t o  e l e c t r o n  
l o s s / g a i n ,  o r  b y  e l e c t r o s t a t i c  a t t r a c t i o n  ( v a n  d e r  W a a l s  f o r c e s )  d u e  t o  p o l a r i z a t i o n  o f  a t o m s .  
T h e  s t r o n g e r  t h e  a t o m - a t o m  i n t e r a c t i o n  i s ,  t h e  l o w e r  t h e  s u r f a c e  m o b i l i t y  a n d  e a c h  s u r f a c e  
a t o m  c a n  a c t  a s  a  n u c l e a t i o n  s i t e  [ 3 1 5 ] .  
O n c e  n u c l e i  a r e  f O I  m e d ,  g r o w t h  o c c u r s  b y  c o l l e c t i n g  a d a t o m s  w h i c h  e i t h e r  i m p i n g e  o n  t h e  
n u c l e i  d i r e c t l y  o r  m i g r a t e  o v e r  t h e  s u r f a c e  t o  t h e  n u c l e i .  T h r e e  n u c l e a t i o n  m e c h a n i s m s  e x i s t  
d e p e n d i n g  o n  t h e  n a t u r e  o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  a t o m s  d e p o s i t e d  a n d  t h e  s u b s t r a t e  m a t e r i a l  
[ 3 3 2 , 3 3 3 ] :  
( I )  V a n  d e r  M e r w e  m e c h a n i s m  - f i l m s  a r e  g r o w n  l a y e r  b y  l a y e r  o v e r  t h e  s u r f a c e  o f  
t h e  s u b s t r a t e  a s s u m i n g  t h e r e  a r e  n o  b a r r i e r s  t o  t h i s  f i l m  f o r m a t i o n .  
( 2 )  V o l m e r - W e b e r  m e c h a n i s m  - a t o m s  c l u s t e r  a r o u n d  a  n u c l e i  a n d  p r o d u c e  i s l a n d -
l i k e  c o l u m n  s t r u c t u r e s ,  w h i c h  w i t h  t i m e  e x p a n d  a n d  o v e r l a p  t o  p r o d u c e  a  
c o n t i n u o u s  f i l m .  
1 1  1  
( 3 )  S t r a n s k i - K r a s t a n o v  s y s t e m  - a  m o d i f i e d  s u r f a c e  l a y e r  i s  f o r m e d  b y  r e a c t i o n  
b e t w e e n  t h e  d e p o s i t i n g  m a t e r i a l  a n d  t h e  s u b s t r a t e ,  t b i s  i s  f o l l o w e d  b y  c l u s t e r  
n u c l e a t i o n  s i m i l a r  t o  t b e  V o l m e r - W e b e r  s y s t e m .  
T h e  S t r a n s k i - K r a s t a n o v  s y s t e m  i s  c o m m o n  f o r  m e t a l - o n - m e t a l  d e p o s i t i o n  a n d  a t  l o w  
t e m p e r a t u r e s  [ 3 1 5 ] .  
I s o l a t e d  n u c l e i  o n  t h e  s u b s t r a t e  s u r f a c e  c a n  g r o w  m a i n l y  l a t e r a l l y  o v e r  t h e  s u r f a c e  ( w e t t i n g  
g r o w t h )  o r  p r i m a r i l y  n o r m a l  t o  t h e  s u r f a c e  ( d e - w e t t i n g  g r o w t h )  t o  f o r m  a  c o n t i n u o u s  f i l m .  
G r o w t h  o f  n u c l e i  d e p e n d s  o n  t h e  t y p e  o f  m a t e r i a l  b e i n g  d e p o s i t e d  a n d  t h e  t y p e  o f  s u b s t r a t e  
m a t e r i a l  [ 3 3 4 ] .  
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F i g u r e  3 8 :  S t r u c t u r e  z o n e  m o d e l  o f  v a c u u m  e v a p o r a t e d  c o n d e n s a t e s  b y  M o v c h a n  &  D e m c h i s h i n  1 3 3 5 1 .  
F i l m s  g r o w  b y  t h e  c o n t i n u e d  n u c l e a t i o n  o f  d e p o s i t i n g  a t o m s  o n  p r e v i o u s l y  d e p o s i t e d  m a t e r i a l  
a n d  t h e  s u r f a c e  b e i n g  c o n t i n u a l l y  b u r i e d  u n d e r  n e w l y  d e p o s i t i n g  m a t e r i a l  [ 3 3 6 ] .  T h e  f i l m  
g r o w t h  a n d  n u c l e a t i o n  m o d e ,  d e t e r m i n e s  s e v e r a l  f i l m  p r o p e r t i e s  s u c h  a s  f i l m  d e n s i t y ,  s u r f a c e  
a r e a ,  s u r f a c e  m o r p h o l o g y  a n d  g r a i n  s i z e .  A  m o d e l  b y  M o v c h a n  &  D e m c h i s h i n  [ 3 3 5 ]  ( r e f e r  
F i g u r e  3 8 )  d e s c r i b e d  t h e  t h r e e  d i f f e r e n t  p o s s i b l e  f i l m  m i c r o s t r u c t u r e s  d e p e n d i n g  o n  t h e  
s u b s t r a t e  t e m p e r a t u r e  ( T , )  r e l a t i v e  t o  t h e  m e l t i n g  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  f i l m  m a t e r i a l  ( T  m ) .  A t  t h e  
l o w e s t  t e m p e r a t u r e ,  t h e  f i l m s  c o n s i s t  o f  a  c o l u m n a r  s t r u c t u r e  w i t h  a  h i g h  d e n s i t y  o f  v o i d s  i n  
t h e  g r a i n  b o u n d a r i e s  ( z o n e  I ,  T  s I T  m< O. 3 )  w h i c h  c o u l d  b e  e i t h e r  c r y s t a l l i n e  o r  a m o r p h o u s  a n d  
a t t a i n e d  w i t h o u t  s u b s t r a t e  h e a t i n g .  A t  h i g h e r  t e m p e r a t u r e s ,  s u r f a c e  d i f f u s i o n  o c c u r s  a n d  
r e s u l t s  i n  d e n s i f i c a t i o n  o f  g r a i n  b o u n d a r i e s  ( z o n e  2 ,  O . 3 < T  s I T  m< O . 5 )  a t t a i n e d  b y  s u b s t r a t e  
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h e a t i n g  t o  a b o u t  2 5 0 ° C .  W h e n  b u l k  d i f f u s i o n  b e c o m e s  i m p o r t a n t ,  t h e  f i l m  c o n s i s t s  o f  
c q u i a x i a l  g r a i n s  ( z o n e  3 ,  T , I T  m> 0 . 5 ) .  
O b t a i n i n g  a  c o n s i s t e n t ,  r e p r o d u c i b l e ,  h i g h  q u a l i t y  f i l m  i s  d e p e n d e n t  o n  m a n y  f a c t o r s .  P r i o r  t o  
f i l m  d e p o s i t i o n ,  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  u n d e r s t a n d  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  s u b s t r a t e  m a t e r i a l ,  a n d  
e s t a b l i s h  r e p r o d u c i b l e  d e p o s i t i o n  p a r a m e t e r s  t o  a c h i e v e  t h e  n e c e s s a r y  t h i n  f i l m .  
2 . 4 . 1 . 4 .  F I L T E R E D  A R C  D E P O S I T I O N  O F  T I T A N I U M  F I L M S  
A  c o n s i d e r a b l e  a m o u n t  o f  r e s e a r c h  o n  t i t a n i u m  t h i n  f i l m s  d e p o s i t e d  b y  f i l t e r e d  a r c  d e p o s i t i o n  
h a s  b e e n  i n  h a r d ,  w e a r  r e s i s t a n c e  c o a t i n g s  s u c h  a s  t i t a n i u m  n i t r i d e  a n d  t i t a n i u m  c a r b i d e  f o r  
t o o l i n g .  R e s e a r c h  i n  T i N  c o a t i n g s  i n d i c a t e  t h a t  t h i n  f i l m s  d e p o s i t e d  u s i n g  t h e  f i l t e r e d  r a t h e r  
t h a n  u n f i l t e r e d  a r c  d e p o s i t i o n  t e c h n i q u e  h a s  c o n s i d e r a b l y  d e c r e a s e d  t h e  r o u g h n e s s  o f  t b e  
f i l m s  a n d  h a s  l e d  t o  a n  i m p r o v e m e n t  i n  m e c h a n i c a l  a n d  c o r r o s i o n  r e s i s t i v e  p r o p e r t i e s  [ 3 3 7 ] .  
A s  s t a t e d  p r e v i o u s l y ,  m a n y  o f  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h i n  f i l m s  c a n  b e  c o n t r o l l e d  v i a  d e p o s i t i o n  
p a r a m e t e r s  s u c h  a s  s u b s t r a t e  b i a s ,  t e m p e r a t u r e  a n d  r e a c t i v e  g a s  p r e s s u r e .  B y  c o n t r o l l i n g  t h e s e  
p a r a m e t e r s ,  r e s e a r c h e r s  h a v e  b e e n  a b l e  t o  a c h i e v e  t h e  r i g h t  s t o i c h i o m e t r y  a n d  p r e f e r r e d  
c r y s t a l l i n e  o r i e n t a t i o n  f o r  T i N  f i l m s  [ 3 3 8 ] .  A s  y e t ,  t o  t h e  a u t h o r ' s  k n o w l e d g e ,  t h e r e  d o e s  n o t  
a p p e a r  t o  b e  a n y  r e s e a r c h  o n  t h e  p r o p e r t i e s  o f  c o m m e r c i a l l y  p u r e  t i t a n i u m  t h i n  f i l m s  
d e p o s i t e d  b y  f i l t e r e d  a r c  d e p o s i t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  s a m e  d e g r e e  o f  c o n t r o l  i n  p r o p e r t i e s  t h a t  i s  
a c h i e v e d  w i t h  T i N  f i l m s  c a n  b e  a c h i e v e d  f o r  c o m m e r c i a l l y  p u r e  t i t a n i u m  f i l m s  w h i c h  w o u l d  
m i m i c  t h e  p r o p e r t i e s  o f  b u l k  c o m m e r c i a l l y  p u r e  t i t a n i u m .  
T i t a n i u m  o x i d e  ( T i O
z
)  f i l m  p r o p e r t i e s  w h e n  d e p o s i t e d  b y  F A D  h a v e  b e e n  s t u d i e d  q u i t e  
t h o r o u g h l y  b y  B e n d a v i d  e t  a l  [ 3 3 9 ] .  A  u n i q u e  f e a t u r e  o f  o b t a i n i n g  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s  b y  
F A D  i s  t h a t  i t  o c c u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  M a n y  a l t e r n a t i v e  t e c h n i q u e s  f o r  a c h i e v i n g  t h e  
c r y s t a l l i n e  p h a s e s  o f  t i t a n i u m  o x i d e ,  s u c h  a s  c h e m i c a l  v a p o u r  d e p o s i t i o n  [ 3 4 0 ] ,  a t o m i c  l a y e r  
d e p o s i t i o n  [ 3 4 1 ]  a n d  s o l - g e l  p r o c e s s e s  [ 3 4 2 ] ,  r e q u i r e  a d d i t i o n a l  h e a t i n g  d u r i n g  d e p o s i t i o n  a n d  
p o s t  h e a t i n g  t o  s y n t h e s i s e  c r y s t a l l i n e  p b a s e s  o f  T i 0
2
.  T h e  a d d i t i o n a l  h e a t i n g  h a s  b e e n  f o u n d  
t o  c o n s i d e r a b l y  r e d u c e  t h e  s u r f a c e  h y d r o x y l  g r o u p s  n e e d e d  t o  p r o m o t e  a p a t i t e  d e p o s i t i o n  i n  
v i v o  w h i c h  p r o v i d e s  t i t a n i a  w i t h  i t s  b i o a c t i v i t y  [ 1 7 8 ] .  A l s o  t h e  h i g h  t e m p e r a t u r e s  c a u s e  g r a i n  
c o a r s e n i n g  w h i c h  d e c r e a s e s  t h e  s u r f a c e  a r e a  o f  t b e  f i l m .  S m a l l e r  g r a i n  s i z e s  a r e  p r e f e r a b l e  a s  
i t  i n c r e a s e s  s u r f a c e  a r e a  a n d  i n c r e a s e s  t h e  i n t e r a c t i o n  z o n e s  b e t w e e n  t i s s u e  a n d  i m p l a n t s  
[ 3 4 3 ] .  T h e  l o w  t e m p e r a t u r e  d e p o s i t i o n  m e t h o d  u t i l i s e d  i n  t h i s  s t u d y  a v o i d s  m a n y  o f  t h e  
p r e v i o u s  n e g a t i v e  o u t c o m e s  i n  p r o c e s s i n g  t i t a n i u m  o x i d e  f i l m s .  
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F i g u r e  3 9 :  X R D  p a t t e r n  s h o w i n g  T i  o x i d e  p h a s e s  a t  v a r y i n g  s u b s t r a t e  b i a s  1 3 3 9 1 .  
R e s e a r c h  b y  B e n d  a v i d  e t  a l .  [ 3 3 9 ]  s h o w e d  t h a t  b y  v a r y i n g  t h e  s u b s t r a t e  b i a s  v o l t a g e  i t  i s  
p o s s i b l e  t o  o b t a i n  t h e  t h r e e  p h a s e s  ( a n a t a s e ,  r u t i l e  a n d  a m o r p h o u s )  o f T i 0
2
•  F i g u r e  3 9  s h o w e d  
X R D  p a t t e r n s  f o r  t h e  o x i d e  f i l m s  a t  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e  b i a s .  B y  d e t e m 1 i n i n g  t h a t  c o m p r e s s i v e  
s t r e s s e s  w e r e  t h e  d o m i n a n t  s t r e s s  t y p e  w i t h i n  t h e  f i l m ,  i t  w a s  p o s s i b l e  t o  e s t a b l i s h  t h e  h i g h l y  
d c n s e  n a t u r e  o f  t h e  o x i d e  f i l m s .  T i 0
2  
f i l m s  o b t a i n e d  b y  t h e  F A D  p r o c e s s  a r e  s t o i c h i o m e t r i c  
f o r  a l l  o x i d e  p h a s e s .  F i l m  d e n s i t y  a t  z e r o  b i a s  ( a n a t a s e  f i l m )  o f  3 . 8 0  g / c m
3
,  w h i c h  i s  
a p p r o x i m a t e l y  9 8 %  o f  t h e  m a x i m u m  t h e o r e t i c a l  d e n s i t y  o f  a n a t a s e  T i 0
2  
( 3 . 8 4  g / c m
3
)  w a s  
p o s s i b l e .  A t  - 5 0  V  ( a m o r p h o u s  f i l m )  t h e  d e n s i t y  d e c r e a s e d  t o  3 . 6 2  g / c m ]  W i t h  f u r t h e r  
i n c r e a s e  i n  t h e  n e g a t i v e  b i a s  t o  - 1 0 0  V  ( r u t i l e  f i l m ) ,  t h e  d e n s i t y  i n c r e a s e d  t o  4 . 0 5  g / c m
3
,  
w h i c h  i s  9 6 %  o f  t h e  p a c k i n g  d e n s i t y  f o r  t h e  r u t i l e  p h a s e  [ 3 3 9 ] .  T h e  h a r d n e s s  o f  t h e  r u t i l e  
p h a s e  f i l m  w a s  i n  g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  b u l k  s i n g l e  c r y s t a l  r u t i l e  a n d  c h a n g e s  i n  h a r d n e s s  
v a l u e s  c o r r e s p o n d e d  w i t h  c h a n g e s  i n  t h e  o x i d e  p h a s e .  E l a s t i c  m o d u l u s  d a t a  f o l l o w e d  a  s i m i l a r  
t r e n d  t o  h a r d n e s s  [ 3 3 9 ] .  
1 1 4  
2 . 4 . 2 .  C H E M I C A L  V A P O U R  D E P O S I T I O N  
C h e m i c a l  v a p o u r  d e p o s i t i o n  ( C V D )  i s  a  f l e x i b l e  p r o c e s s  u s e d  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  c o a t i n g s ,  
f i b r e s ,  p o w d e r s  a n d  m o n o l i t h i c  c o m p o n e n t s .  C V D  e n a b l e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a l m o s t  a n y  m e t a l  
a n d  n o n - m e t a l l i c  e l e m e n t ,  i n c l u d i n g  c a r b o n  o r  s i l i c o n ,  a s  w e l l  a s  c o m p o u n d s  s u c h  a s  
c a r b i d e s ,  n i t r i d e s ,  o x i d e s ,  i n t e n n e t a l l i c s  a n d  m a n y  o t h e r s .  T h i s  t e c h n o l o g y  i s  u t i l i s e d  i n  m a n y  
i n d u s t r i e s ,  s u c h  a s  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  s e m i c o n d u c t o r s  a n d  o t h e r  e l e c t r o n i c  c o m p o n e n t s ,  a s  
a  c o a t i n g  f o r  t o o l s ,  b e a r i n g s  a n d  o t h e r  w e a r  r e s i s t a n t  p a r t s  a n d  i n  m a n y  o p t i c a l ,  o p t o -
e l e c t r o n i c  a n d  c o r r o s i o n  a p p l i c a t i o n s .  
C h e m i c a l  v a p o u r  d e p o s i t i o n  m a y b e  d e f i n e d  a s  t h e  d e p o s i t i o n  o f  a  s o l i d  o n  a  b e a t e d  s u r f a c e  
f r o m  a  c h e m i c a l  r e a c t i o n  i n  t h e  v a p o u r  p h a s e  [ 3 1 4 ] .  T h e  c h e m i c a l  s p e c i e s  c o n t a i n i n g  t h e  f i l m  
a t o m s  i s  g e n e r a l l y  r e d u c e d  o r  d e c o m p o s e d  o n t o  t h e  s u b s t r a t e  s u r f a c e .  T h e  c o a t i n g  
m i c r o s t r u c t u r e  w h i c h  d e v e l o p s  i s  v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  v a c u u m  d e p o s i t i o n  p r o c e s s e s ,  i . e .  
s m a l l - g r a i n e d  c o l u m n a r  s t r u c t u r e s  t o  l a r g e - g r a i n e d  e q u i a x e d  o r  o r i e n t e d  s t r u c t u r e s .  
C V D  b a s  s e v e r a l  i m p o r t a n t  a d v a n t a g e s  w h i c h  m a k e  i t  t h e  p r e f e r r e d  p r o c e s s  i n  m a n y  c a s e s  
[ 3 1 4 ] :  
•  I t  i s  n o t  r e s t r i c t e d  t o  a  l i n e  o f  s i g h t  d e p o s i t i o n  w h i c h  i s  g e n e r a l l y  c h a r a c t e r i s t i c  o f  
s p u t t e r i n g ,  e v a p o r a t i o n  a n d  o t h e r  P V D  p r o c e s s e s  
•  C V D  h a s  h i g h  t h r o w i n g  p o w e r  m e a n i n g  d e e p  r e c e s s e s ,  h o l e s  a n d  o t h e r  d i  f f i c u l t  t b r e e -
d i m e n s i o n a l  c o n f i g u r a t i o n s  c a n  u s u a l l y  b e  c o a t e d  w i t h  r e l a t i v e  e a s e .  
•  T h e  d e p o s i t i o n  r a t e  i s  h i g h  a n d  t h i c k ,  u n i f o r m  c o a t i n g s  w i t h  g o o d  a d h e s i o n  c a n  b e  
r e a d i l y  o b t a i n e d  
•  T h e  p r o c e s s  i s  g e n e r a l l y  c o m p e t i t i v e  a n d ,  i n  m a n y  c a s e s ,  m o r e  e c o n o m i c a l  t h a n  t h e  
P V D  p r o c e s s e s .  
•  C V D  e q u i p m e n t  i s  r e l a t i v e l y  s i m p l e ,  d o e s  n o t  r e q u i r e  u l t r a - h i g h  v a c u u m ,  a n d  
g e n e r a l l y  c a n  b e  a d a p t e d  t o  m a n y  p r o c e s s  v a r i a t i o n s .  I t s  f l e x i b i l i t y  i s  s u c h  t h a t  i t  
a l l o w s  m a n y  c h a n g e s  i n  c o m p o s i t i o n  d u r i n g  d e p o s i t i o n  a n d  c o - d e p o s i t i o n  o f  
c o m p o u n d s  i s  r e a d i l y  a c h i e v e d .  
•  I t  h a s  t h e  c a p a b i l i t y  o f  p r o d u c i n g  h i g h l y  d e n s e  a n d  p u r e  m a t e r i a l s .  
l i S  
S o m e  o f  t h e  d i s a d v a n t a g e s  o f  t h i s  t e c h n i q u e  i n c l u d e  [ 3 1 4 ] :  
•  I t  i s  m o s t  v e r s a t i l e  a t  t e m p e r a t u r e s  o f  6 0 0 ° C  a n d  a b o v e ,  w h e r e  t h e  t h e n n a l  s t a b i l i t y  o f  
t h e  s u b s t r a t e  m a y  l i m i t  i t s  a p p l i c a b i l i t y .  
•  I t  r e q u i r e s  c h e m i c a l  p r e c u r s o r s  w i t h  h i g h  v a p o u r  p r e s s u r e ,  w h i c h  a r e  o f t e n  h a z a r d o u s  
a n d  s o m e t i m e s  e x t r e m e l y  t o x i c .  T h e  b y - p r o d u c t s  o f  t h e s e  p r e c u r s o r s  a r e  a l s o  t o x i c  
a n d  c o r r o s i v e ,  a n d  m u s t  b e  n e u t r a l i z e d .  
C o a t i n g s  a r e  o n e  o f  t h e  m a j o r  a r e a s  w h e r e  C V D  t e c h n o l o g y  i s  a p p l i e d .  T h e  b e n e f i t s  o f  t h e  
s y s t e m  f a r  o u t w e i g h  i t s  d i s a d v a n t a g e s ,  h e n c e  i t s  w i d e s p r e a d  u s e  i n  t h e  c o a t i n g s  i n d u s t r y .  
2 . 4 . 2 . 1 .  C V D  S Y S T E M  
M o s t  C V D  s y s t e m s  a r e  p e r f o m l e d  i n  a n  o p e n  r e a c t o r  t y p e ,  w h e r e  a f t e r  d e p o s i t i o n ,  t h e  
r e a c t i o n  c h e m i c a l s  a r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  r e a c t o r ,  w i t h  t h e  r e c o v e r y  o f  t h e  r e a c t a n t s  m a d e  
o n l y  i f  t h e  e x p e n s e  i s  j u s t i f i e d .  N o  u n i v e r s a l  C V D  s y s t e m  e x i s t s .  E a c h  s y s t e m  i s  i n d i v i d u a l l y  
m o d i f i e d  f o r  a  s p e c i f i c  c o a t i n g  m a t e r i a l ,  s u b s t r a t e  g e o m e t r y  e t c . ,  w h e t h e r  i t  i s  u s e d  f o r  
r e s e a r c h  o r  c o m m e r c i a l  p u r p o s e s .  
I n  g e n e r a l ,  C V D  s y s t e m s  c o n s i s t  o f  t h r e e  m a i n  c o m p o n e n t s ,  t h e  c h e m i c a l  v a p o u r  p r e c u r s o r  
s u p p l y  s y s t e m ,  C V D  r e a c t o r  a n d  t h e  e f f l u e n t  g a s  h a n d l i n g  s y s t e m .  
2 . 4 . 2 . 1 . 1 .  C H E M I C A L  V A P O U R  P R E C U R S O R  S U P P L Y  S Y S T E M  
T h i s  s y s t e m  g e n e r a t e s  t h e  v a p o u r  p r e c u r s o r s  a n d  d e l i v e r s  i t  t o  t h e  r e a c t o r .  T h e  p r e c u r s o r  
s t a r t i n g  m a t e r i a l  c a n  b e  s o l i d ,  l i q u i d  o r  g a s .  T h e  C V D  r e a c t o r  w o u l d  b e  d e s i g n e d  b a s e d  o n  t h e  
t y p e  o f  s t a r t i n g  m a t e r i a l  u s e d .  T h e  s u b l i m a t i o n  o f  a  s o l i d  p r e c u r s o r  d e p e n d s  o n  s u r f a c e  a r e a  o f  
t h e  s o l i d  a n d  c o n t a c t  t i m e .  L i q u i d  s t a r t i n g  m a t e r i a l s  t y p i c a l l y  u s e  a  b u b b l e r  t o  v a p o u r i z e  t h e  
r e a c t a n t s ,  a n d  a  c a r r i e r  g a s ,  s u c h  a s  H 2  o r  A r ,  t o  t r a n s p o r t  t h e  v a p o u r i z e d  r e a c t a n t s  i n t o  t h e  
r e a c t o r .  G a s e o u s  p r e c u r s o r s  a r e  u s u a l l y  d e l i v e r e d  f r o m  a  h i g h  p r e s s u r e  g a s  c y l i n d e r  v i a  f l o w  
m e t e r s  a n d  c o n t r o l  s y s t e m s  [ 3 4 4 ] .  
2 . 4 . 2 . 1 . 2 .  C V D  R E A C T O R  
T h e  C V D  r e a c t o r  ( r e f e r  F i g u r e  4 1 )  c o n s i s t s  o f  a  r e a c t i o n  c h a m b e r  w i t h  a  l o a d  l o c k  f o r  t h e  
p l a c e m e n t  o f  t h e  s u b s t r a t e  i n t o  t h e  c h a m b e r ,  a  s u b s t r a t e  h o l d e r  a n d  a  h e a t i n g  s y s t e m  w i t h  
1 1 6  
t e m p e r a t u r e  c o n t r o l .  T h e  m a i n  p u r p o s e  o f  t h e  r e a c t o r  i s  t o  h e a t  t h e  s u b s t r a t e  t o  t h e  d e p o s i t i o n  
t e m p e r a t u r e  [ 3 4 4 ] .  
2 . 4 . 2 . 1 . 3 .  E F F L U E N T  G A S  H A N D L I N G  S Y S T E M  
T h i s  s e c t i o n  o f  t h e  C V D  s e t u p  c o n s i s t s  o f  a  n e u t r a l i z i n g  p a r t  f o r  t h e  e x h a u s t  g a s e s ,  a n d / o r  a  
v a c u u m  s y s t e m  t o  p r o v i d e  t h e  r e q u i r e d  r e d u c e d  p r e s s u r e  f o r  t h e  C V D  p r o c e s s  t h a t  p e r f O J  i n S  
a t  l o w  p r e s s u r e  o r  h i g h  v a c u u m  d u r i n g  d e p o s i t i o n .  T h e  m a i n  f u n c t i o n  o f  t h e  g a s  h a n d l i n g  
s y s t e m  i s  t o  r e m o v e  t h e  h a z a r d o u s  b y - p r o d u c t  a n d  t h e  t o x i c  u n r e a c t e d  p r e c u r s o r  s a f e l y  [ 3 4 4 ] .  
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F i g u r e  4 0 :  S c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  a  t y p i c a l  C V D  s e t u p  f o r  t h e  d e p o s i t i o n  o f  S i C  c o a t i n g s  1 3 4 4 1 .  
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F i g u r e  4 1 :  P o s s i b l e  C V D  r e a c t o r  c o n f i g u r a t i o n s :  ( a )  h o r i z o n t a l ;  ( b )  v e r t i c a l ;  ( c )  s e m i - p a n c a k e ;  ( d )  b a r r e l ;  
( e )  m u l t i p l e  w a f e r  1 3 4 4 1 .  H i g h l i g h t e d  i n  r e d  w a s  t h e  c o n f i g u r a t i o n  e m p l o y e d  f o r  t h i s  s t u d y .  
2 . 4 . 2 . 2 .  C V D  P R O C E S S  
F o l l o w i n g  a r e  t h e  k e y  s t a g e s  i n  t h e  c h e m i c a l  v a p o u r  d e p o s i t i o n  p r o c e s s  [ 3 4 5 ] :  
( \ )  P r o d u c t i o n  o f  a c t i v e  g a s e o u s  r e a c t a n t  s p e c i e s .  
( 2 )  T r a n s p o r t  o f  t h e s e  g a s e s  i n t o  t h e  r e a c t i o n  c h a m b e r .  
( 3 )  P r o d u c t i o n  o f  i n t e r m e d i a t e  s p e c i e s  b y  t h e  g a s e o u s  r e a c t a n t s  u n d e r g o i n g  g a s  p h a s e  
r e a c t i o n s :  
a .  T h e  i n t e l l l l e d i a t e  s p e c i e s ,  e x p e r i e n c i n g  t e m p e r a t u r e s  a b o v e  i t s  d e c o m p o s i t i o n  
t e m p e r a t u r e ,  w i l l  u n d e r g o  f u r t h e r  d e c o m p o s i t i o n  t o  f O l l n  a  p o w d e r  a n d  a  
v o l a t i l e  g a s e o u s  b y - p r o d u c t .  T h e  p o w d e r  w i l l  d e p o s i t  o n t o  t h e  s u b s t r a t e  
s u r f a c e  a n d  a c t  a s  c r y s t a l l i z a t i o n  c e n t e r s ,  w h i l e  t h e  b y - p r o d u c t s  a r e  t r a n s p o r t e d  
o u t  o f  t h e  d e p o s i t i o n  c h a m b e r .  F i l m s  d e p o s i t e d  i n  t h i s  w a y  m a y  h a v e  p o o r  
a d h e s i o n .  
b .  A t  t e m p e r a t u r e s  b e l o w  t h e  d e c o m p o s i t i o n  t e m p e r a t u r e s  o f  t h e  i n t e l m e d i a t e  
s p e c i e s ,  d i f f u s i o n / c o n v e c t i o n  o f  t h e  i n t e l  m e d i a t e  s p e c i e s  a c r o s s  t h e  b o u n d a r y  
l a y e r  ( a  t h i n  l a y e r  c l o s e  t o  t h e  s u b s t r a t e  s u r f a c e )  o c c u r s .  T h e s e  i n t e l l n e d i a t e  
s p e c i e s  u n d e r g o  s t e p s  ( 4 )  - ( 7 ) .  
1 1 8  
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( 7 )  
I  
1  E m u e n l  g a . .  
t  t r c a t m c : n t  s y s t e m  
1  
,  
( 4 )  T h e  g a s e o u s  s p e c i e s  i s  a b s o r b e d  o n t o  t h e  h e a t e d  s u b s t r a t e  w h e r e  i t  u n d e r g o e s  
d e c o m p o s i t i o n  a t  t b e  g a s - s o l i d  i n t e r f a c e  t o  p r o d u c e  t b e  d e p o s i t  a n d  b y - p r o d u c t  
•  
s p e c I e s .  
( 5 )  T h e  d e p o s i t  i s  d i f f u s e d  a l o n g  t h e  h e a t e d  s u b s t r a t e  s u r f a c e  f o r m i n g  t h e  c r y s t a l l i z a t i o n  
c e n t e r  a n d  g r o w t h  o f  t b e  f i l m .  
( 6 )  T h e  b y - p r o d u c t s  a r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  b o u n d a r y  l a y e r  v i a  d i f f u s i o n  o r  c o n v e c t i o n .  
( 7 )  T h e  u n r e a c t e d  g a s e o u s  p r e c u r s o r s  a n d  b y - p r o d u c t s  w i l l  b e  r e m o v e d  t h r o u g h  t h e  
e f f l u e n t  g a s  s y s t e m .  
T h e  v a r i o u s  s t a g e s  o f  t h i s  p r o c e s s  w e r e  w e l l  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  4 2 .  
2 . 4 . 2 . 3 .  D E S I G N  O F  C V D  P R O C E S S  
U n t i l  r e c e n t l y ,  C V D  w a s  a  s i m p l e  s y s t e m  t h a t  c o u l d  b e  o p e r a t e d  a n d  o p t i m i z e d  
e x p e r i m e n t a l l y  ( a n  i t e r a t i v e  p r o c e s s )  u n t i l  t h e  m o s t  f a v o u r a b l e  d e p o s i t  i s  a c h i e v e d .  L a t e l y ,  i t  
h a s  b e c o m e  i n c r e a s i n g l y  n e c e s s a r y  t o  f o l l o w  a  m o r e  t h e o r e t i c a l  a p p r o a c h  t o  p r e d i c t  b o w  a  
r e a c t i o n  w o u l d  p r o g r e s s ,  t b e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  r e s u l t i n g  d e p o s i t  a n d  i t s  s t r u c t u r e ,  a n d  t h e  
r e a c t i o n  m e c b a n i s m  t h a t  w o u l d  o c c u r .  
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2 . 4 . 2 . 3 . 1 .  T H E R M O D Y N A M I C S  A N D  K I N E T I C S  
A  c o m b i n a t i o n  o f  t h e r m o d y n a m i c s  a n d  k i n e t i c s  g o v e r n s  C V D  r e a c t i o n s ,  b y  p r o v i d i n g  t h e  
m o m e n t u m  w h i c h  i n d i c a t e s  t h e  d i r e c t i o n  t h e  r e a c t i o n  i s  g o i n g  t o  p r o c e e d ,  a n d  b y  d e f i n i n g  t h e  
t r a n s p o r t  a n d  t h e  s p e e d  o f  t h e  p r o c e s s .  C h e m i c a l  t h e r m o d y n a m i c s  i n v o l v e s  t h e  i n t e r - r e l a t i o n  
o f  v a r i o u s  f o r m s  o f  e n e r g y  a n d  t h e  t r a n s f e r  o f  e n e r g y  f r o m  o n e  c h e m i c a l  s y s t e m  t o  a n o t h e r  i n  
a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  t w o  l a w s  o f  t h e r m o d y n a m i c s .  F o r  C V D ,  t h i s  t r a n s f e r  t a k e s  p l a c e  w h e n  
t h e  g a s e o u s  c o m p o u n d s ,  i n t r o d u c e d  i n  t h e  d e p o s i t i o n  c h a m b e r ,  r e a c t  t o  f o r m  t h e  s o l i d  d e p o s i t .  
I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  d e s i r e d  C V D  r e a c t i o n  w o u l d  t a k e  p l a c e ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  
c a l c u l a t e  t h e  f r e e  e n e r g y  c h a n g e  o f  t h e  r e a c t i o n ,  t J . G
r
.  T h e  f r e e  e n e r g y  c h a n g e  o f  t h e  r e a c t i o n  
i s  a f f e c t e d  b y  t h e  t h e r m o d y n a m i c  p r o p e r t i e s  o f  e a c h  c o m p o n e n t .  I f  t J . G
r  
p r o c e e d s  t o  a  
n e g a t i v e  v a l u e ,  t h e n  t h e  r e a c t i o n  i s  s a i d  t o  p r o c e e d  s u c c e s s f u l l y .  T h e s e  c a l c u l a t i o n s  c a n  b e  
b e c o m e  l e n g t h y  a n d  c o m p l i c a t e d ,  t h e r e f o r e  a r e  n o w  g e n e r a l l y  c a r r i e d  o u t  b y  c o m p u t e r  
p r o g r a m s  [ 3 1 4 ] .  
T h e  t h e r m o d y n a m i c  a n a l y s i s  w i l l  i n d i c a t e  w h a t  i s  e x p e c t e d  o f  t h e  r e a c t a n t s  a s  t h e y  r e a c h  t h e  
s u b s t r a t e  a t  a  g i v e n  t e m p e r a t u r e .  J u s t  a s  i m p o r t a n t  i s  d e t e r m i n i n g  h o w  t h e  r e a c t a n t s  r e a c h  t h e  
d e p o s i t i o n  s u r f a c e :  t h e  m a s s  t r a n s p o r t  m e c h a n i s m .  T h i s  w i l l  d e t e r m i n e  t h e  r e a c t i o n  r a t e  a n d  
t h e  d e s i g n  a n d  o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  C V D  r e a c t o r .  A  c o n s i d e r a b l e  k n o w l e d g e  o f  f l u i d  d y n a m i c s  
i s  e s s e n t i a l  t o  c a l c u l a t i n g  h o w  t h e  g a s  f l o w s  t h r o u g h  t h e  s y s t e m ,  b o u n d a r y  l a y e r  t h i c k n e s s ,  t h e  
s p e e d  o f  g a s  f l o w ,  t e m p e r a t u r e  c h a n g e s  t h r o u g h  t h e  s y s t e m  a n d  d e t e r m i n i n g  w h e r e  t h e  C V D  
r e a c t i o n  t a k e s  p l a c e .  A l l  t h e s e  f a c t o r s  i n f l u e n c e  t h e  d e p o s i t i o n  r a t e ,  w h i c h  t o  s o m e  d e g r e e  
c o n t r o l s  t h e  n a t u r e  o f  t h e  d e p o s i t  [ 3 1 4 ] .  
A  t h o r o u g h  i n v e s t i g a t i o n  i n t o  t h e  t h e r m o d y n a m i c s  a n d  k i n e t i c s  o f  t h e  C V D  p r o c e s s  i s  b e y o n d  
t h e  s c o p e  o f  t h i s  s t u d y ,  h e n c e  i n t e r e s t e d  r e a d e r s  a r e  d i r e c t e d  t o  t h e  w o r k  b y  H . O .  P i e r s o n  
[ 3 1 4 ] .  
2 . 4 . 2 . 3 . 2 .  C V D  R E A C T I O N S  
U n d e r s t a n d i n g  t h e  c h e m i s t r y  b e h i n d  C V D  i s  c r u c i a l  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  i n i t i a l  a n d  f i n a l  
p r o d u c t s  o f  t h e  p r o c e s s .  T h e  f i r s t  s t e p  i n v o l v e s  d e t e r m i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  c h e m i c a l  p r o c e s s .  
C h e m i c a l  v a p o u r  d e p o s i t e d  c o a t i n g s  a r e  c r e a t e d  b y  s e v e r a l  d i f f e r e n t  r e a c t i o n s  f r o m  t h e r m a l  
d e c o m p o s i t i o n ,  r e d u c t i o n  r e a c t i o n s ,  e x c h a n g e  r e a c t i o n s ,  d i s p r o p o r t i o n a t i o n  r e a c t i o n s  a n d  
1 2 0  
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c o u p l e d  r e a c t i o n s .  S e c o n d l y ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  d e t e r m i n e  t h e  c h o i c e  o f  p r e c u r s o r ,  w h i c h  i s  
g o v e r n e d  b y  c e r t a i n  g e n e r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  [ 3 1 4 ] :  
•  S t a b i l i t y  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  
•  A b i l i t y  t o  r e a c t  c l e a n l y  i n  t h e  r e a c t i o n  z o n e  
•  S u f f i c i e n t  v o l a t i l i t y  a t  l o w  t e m p e r a t u r e  s o  t h a t  i t  c a n  b e  e a s i l y  t r a n s p o r t e d  t o  t h e  
r e a c t i o n  z o n e  w i t h o u t  c o n d e n s i n g  i n  t h e  l i n e s  
•  C a p a b i l i t y  o f  b e i n g  p r o d u c e d  i n  a  v e r y  h i g h  d e g r e e  o f  p u r i t y  
•  A b i l i t y  t o  r e a c t  w i t h o u t  p r o d u c i n g  s i d e  r e a c t i o n s  o r  p a r a s i t i c  r e a c t i o n s  
C o n s i d e r i n g  t h e  t w o  f a c t o r s  a b o v e ,  D L C  f i l m s  a r e  g e n e r a l l y  o b t a i n e d  u s i n g  t h e r m a l  
d e c o m p o s i t i o n  o f  m e t h a n e  g a s .  I n  t h i s  t y p e  o f  r e a c t i o n ,  a  g a s e o u s  c o m p o u n d  A X  i s  t h e r m a l l y  
d i s s o c i a t e d  i n t o  A  ( a  s o l i d  m a t e r i a l )  a n d  X  ( a  g a s e o u s  r e a c t i o n  p r o d u c t )  [ 3 4 6 ] .  
A X ( g )  ~ A ( s )  +  X ( g )  
T h e r m a l  d e c o m p o s i t i o n  r e a c t i o n s  a r e  c o n s i d e r e d  r e l a t i v e l y  s i m p l e  r e a c t i o n s  a s  o n l y  o n e  
p r e c u r s o r  g a s  i s  i n v o l v e d  a n d  i t  g e n e r a l l y  r e s u l t s  i n  a  p u r e  c o a t i n g .  F o r  D L C  c o a t i n g s ,  
a c e t y l e n e  w a s  t h e r m a l l y  d i s s o c i a t e d  t o  c r e a t e  c a r b o n ,  w h i c h  r e a c t s  i m m e d i a t e l y  w i t h  t h e  
s u b s t r a t e  y i e l d i n g  a  s o l i d  s o l u t i o n  o f  c a r b o n ,  a n d  h y d r o g e n  g a s  [ 3 4 6 ] .  
C 2 H 2 ( g )  ~ 2 C ( s )  +  H 2 ( g )  
T h e  c h e m i c a l  r e a c t i o n  m e n t i o n e d  a b o v e  c a n  b e  a c t i v a t e d  b y  s e v e r a l  m e t h o d s  [ 3 1 4 ] :  
•  T h e r m a l  a c t i v a t i o n  w h i c h  u s u a l l y  o c c u r s  a t  h i g h  t e m p e r a t u r e s ,  i . e .  > 9 0 0 ° C .  
•  P l a s m a  a c t i v a t i o n  w h i c h  o c c u r s  a t  l o w e r  t e m p e r a t u r e ,  i . e .  3 0 0 - 5 0 0 ° C  
•  P h o t o  e n h a n c e d  a c t i v a t i o n  w h i c h  c a n  o c c u r  b y  t h e  d i r e c t  a c t i v a t i o n  o f  a  r e a c t a n t  o r  b y  
t h e  a c t i v a t i o n  o f  a n  i n t e r m e d i a t e  w h i c h  t h e n  a c t s  a s  a  r e a c t i n g  a g e n t .  
D u e  t o  i t s  o p e r a t i o n  a t  l o w e r  t e m p e r a t u r e s ,  p l a s m a  a c t i v a t i o n  i s  a  p r e f e r r e d  m e t h o d  f o r  D L C  
c o a t i n g s .  
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2 . 4 . 2 . 4 .  P L A S M A - E N H A N C E D  C V D  
P l a s m a  E n h a n c e d  C V D ,  a l s o  k n o w n  a s  p l a s m a - a s s i s t e d  C V D  ( P A C V D )  o r  g l o w  d i s c h a r g e  
C V D ,  i n v o l v e s  t h e  r e a c t i o n  b e i n g  a c t i v a t e d  b y  a  p l a s m a  ( e l e c t r o n  e n e r g y ) .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  t h e  
s u b s t r a t e  t e m p e r a t u r e  c a n  b e  c o n s i d e r a b l y  l o w e r ,  w h i c h  i n  m a n y  c a s e s  i s  a  g r e a t  a d v a n t a g e .  
C o m m e r c i a l  a p p l i c a t i o n s  o f  p l a s m a  C V D  w e r e  d e v e l o p e d  i n  t h e  1 9 6 0 '  s ,  a t  f i r s t  f o r  
s e m i c o n d u c t o r  a p p l i c a t i o n s  [ 3 1 4 ] .  T h i s  h a s  e x p a n d e d  e v e r  s i n c e  a n d  i s  n o w  w i d e l y  u s e d  i n  
m a n y  a r e a s  o f C V D .  
2 . 4 . 2 . 4 . 1 .  P R I N C I P L E S  O F  P L A S M A  D E P O S I T I O N  
A s  t h e  t e m p e r a t u r e  o f  a  g a s  i s  i n c r e a s e d ,  t h e  a t o m s  a r e  s t r i p p e d  o f  t h e i r  e l e c t r o n s  ( i o n i z e d )  
a n d  p l a s m a  i s  f o r m e d  w h i c h  c o n s i s t s  o f  i o n s  ( w i t h  p o s i t i v e  c h a r g e ) ,  e l e c t r o n s  ( w i t h  n e g a t i v e  
c h a r g e )  a n d  a t o m s  t h a t  h a v e  n o t  b e e n  i o n i z e d  ( n e u t r a l ) .  V e r y  h i g h  t e m p e r a t u r e s  ( > 5 0 0 0 K )  a r e  
n e c e s s a r y  t o  a c h i e v e  c o m p l e t e  i o n i z a t i o n .  A  c o n v e n i e n t  w a y  t o  r e a c h  t h e s e  h i g h  t e m p e r a t u r e s  
i s  w i t h  a  l o w  f r e q u e n c y  d i s c h a r g e .  B y  i n c r e a s i n g  t h e  e l e c t r i c a l  e n e r g y  i n  a  f i x e d  a m o u n t  o f  
g a s ,  a l l  m o l e c u l e s  a r e  e v e n t u a l l y  d i s s o c i a t e d  a n d  c o m p l e t e  i o n i z a t i o n  i s  a c h i e v e d  [ 3 4 7 ] .  W i t h  
a  l o w  f r e q u e n c y  d i s c h a r g e ,  e l e c t r o n s  a n d  i o n s  b o t h  r e s p o n d  t o  t h e  c o n s t a n t l y  c h a n g i n g  f i e l d  
d i r e c t i o n ;  t h e y  b o t h  a c q u i r e  e n e r g y  a n d  t h e i r  t e m p e r a t u r e  i s  r a i s e d  m o r e  o r  l e s s  e q u a l l y .  T h e  
p l a s m a  i s  s a i d  t o  b e  i s o t h e r m a l  ( i n  e q u i l i b r i u m ) .  I s o t h e r m a l  p l a s m a s  a r e  g e n e r a t e d  a t  
c o m p a r a t i v e l y  h i g h  p r e s s u r e  ( 1 0 0  T o r r  t o  1 a t r n ) .  A t  s u c h  a  p r e s s u r e ,  t h e  a v e r a g e  d i s t a n c e  
t r a v e l l e d  b e t w e e n  c o l l i s i o n s  i s  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  c a u s i n g  m o r e  f r e q u e n t  c o l l i s i o n s ,  a n d  
m o l e c u l e s  a n d  i o n s  h e a t  r e a d i l y  [ 3 1 4 ] .  A r c  d i s c h a r g e  i s  a n  e x a m p l e  o f  a n  i s o t h e r m a l  p l a s m a  
a n d  a s  i t  r e q u i r e s  a  l a r g e  a m o u n t  o f  p o w e r  a n d  r e a c h e s  e x t r e m e l y  h i g h  t e m p e r a t u r e s ,  i t  i s  
g e n e r a l l y  o n l y  u s e d  i n  t h e  d e p o s i t i o n  o f  d i a m o n d .  
T h e  n o n - i s o t h e r m a l  g l o w  d i s c h a r g e  p l a s m a  i s  g e n e r a t e d  i n  a  g a s  b y  a  h i g h  f r e q u e n c y  e l e c t r i c  
f i e l d  a n d  o p e r a t e s  a t  l o w e r  p r e s s u r e  t h a n  t h e  i s o t h e r m a l .  T h e  h i g h  f r e q u e n c y  e l e c t r i c  f i e l d  
i o n i z e s  t h e  g a s e s  i n t o  e l e c t r o n s  a n d  i o n s .  T h e  l i g h t e r  e l e c t r o n s  a r e  r a p i d l y  a c c e l e r a t e d  t o  h i g h  
l e v e l s  o f  e n e r g y  c o r r e s p o n d i n g  t o  5 0 0 0 K  o r  h i g h e r .  D u e  t o  t h e i r  l o w e r  m a s s ,  t h e y  d o  n o t  
c o n s i d e r a b l y  i n c r e a s e  t h e  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  p l a s m a .  T h e  h e a v i e r  i o n s  d o  n o t  r e s p o n d  a s  
r a p i d l y  t o  t h e  c h a n g e  i n  f i e l d  d i r e c t i o n s ;  h e n c e  t h e  p l a s m a  t e m p e r a t u r e  r e m a i n s  r e l a t i v e l y  l o w .  
T h e  h i g h  e n e r g y  e l e c t r o n s  c a u s e  t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  g a s  m o l e c u l e s  t o  g e n e r a t e  t h e  r e a c t i v e  
c h e m i c a l  s p e c i e s  a n d  t h e  i n i t i a t i o n  o f  t h e  c h e m i c a l  r e a c t i o n .  T y p i c a l l y  R F  c u r r e n t s  a r e  u s e d  
f o r  t h i s  p r o c e s s  [ 3 1 4 ] .  
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2 . 4 . 2 . 4 . 2 .  A D V A N T A G E S  O F  P E C V D  
O n e  o f  t h e  m a i n  a d v a n t a g e s  o f  t h e  p r o c e s s  i s  t h a t  i t  c a n  b e  c o n d u c t e d  a t  r e l a t i v e l y  l o w  
t e m p e r a t u r e s  o n  l a r g e  a r e a s .  P E C V D  a l l o w s  t h e  s e p a r a t e  c o n t r o l  o f  m i c r o s t r u c t u r e  o f  t h e  f i l m  
a n d  d e p o s i t i o n .  T h e  i o n  b o m b a r d m e n t  c a n  b e  r e p l a c e d  f o r  d e p o s i t i o n  t e m p e r a t u r e  t o  o b t a i n  
t h e  r e q u i r e d  f i l m  d e n s i t y  [ 3 1 4 ] .  
2 . 4 . 2 . 4 . 3 .  D I S A D V A N T A G E S  O F  P E C V D  
P E C V D  r e a c t i o n s  a r e  m o r e  c o m p l e x  t h a n  o r d i n a r y  C V D  r e a c t i o n s  m a k i n g  i t  d i f f i c u l t  t o  
e s t a b l i s h  a  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  p r o c e s s i n g  p a r a m e t e r s  a n d  f i l m  p r o p e r t i e s ,  l i m i t i n g  P E C V D  
t o  l o w  t e m p e r a t u r e  a p p l i c a t i o n s .  T h i s  p r o c e s s  a l s o  r e q u i r e s  a  v a c u u m  s y s t e m  a n d  s p e c i a l i s e d  
r e a c t o r  t o  g e n e r a t e  a n d  c o n t a i n  t h e  p l a s m a ,  m e a n i n g  i t  i s  a  m o r e  e x p e n s i v e  s y s t e m  t h a n  
t h e r m a l l y  a c t i v a t e d  C V D .  I t  a l s o  h a s  d i f f i c u l t y  i n  d e p o s i t i n g  h i g h  p u r i t y  f i l m s  d u e  t o  t h e  
i n c o m p l e t e  d e  s o r p t i o n  o f  b y - p r o d u c t  a n d  u n r e a c t e d  p r e c u r s o r  a t  l o w  t e m p e r a t u r e s  [ 3 1 4 ] .  
D e s p i t e  i t s  s h o r t f a l l s ,  t h e  l o w  t e m p e r a t u r e  o p e r a t i o n  o f  t h e  P E C V D  s y s t e m  i s  e s s e n t i a l  f o r  
c e r t a i n  s p e c i a l i s e d  a p p l i c a t i o n s  s u c h  a s  i n  t h e  d e p o s i t i o n  o f  h i g h  q u a l i t y  S h N
4  
f i l m s .  I n  t e r m s  
o f  c o s t ,  i t  i s  a n  e c o n o m i c  o p t i o n  w h e n  t h e  t e c h n o l o g i c a l  b e n e f i t s  o u t w e i g h  t h e  c o s t  o f  t h e  
P E C V D  p r o c e s s  [ 3 1 4 ] .  
2 . 4 . 2 . 4 . 4 .  R F  P E C V D  O F  D L C  
A c h i e v i n g  d e s i r a b l e  f i l m  p r o p e r t i e s  a r e  h i g h l y  r e l i a n t  o n  d e p o s i t i o n  p a r a m e t e r s .  S t u d i e s  b y  
C h o i  e t  a l .  [ 3 4 8 ]  a n d  K i m  e t  a l .  [ 2 8 7 ]  h a v e  i n v e s t i g a t e d  t h e  i n f l u e n c e  o f  d e p o s i t i o n  
p a r a m e t e r s  o n  s o m e  s i g n i f i c a n t  f i l m  p r o p e r t i e s .  
C h o i  e t  a l .  [ 3 4 8 ]  a s s e s s e d  R F  P E C V D  d e p o s i t i o n  o f D L C  f i l m s  w i t h  R F  p o w e r  a s  t h e  v a r i a b l e  
f a c t o r .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  d e p o s i t i o n  r a t e s  i n c r e a s e d  t o  a  m a x i m u m  o f  1 4 . 7  n m l m i n  a t  1 0 0  W  
a n d  t h e n  r e d u c e d  a t  h i g h e r  R F  p o w e r s  ( r e f e r  F i g u r e  4 3 ) .  S u r f a c e  r o u g h n e s s  a n d  S p 3 / S p 2  r a t i o s  
o f  t h e  d e p o s i t e d  f i l m  w a s  a l s o  f o u n d  t o  b e  i n f l u e n c e d  b y  R F  p o w e r .  I n c r e a s e s  i n  R F  p o w e r  
r e s u l t e d  i n  a  n o t i c e a b l y  s m o o t h e r  s u r f a c e  ( r e f e r  F i g u r e  4 4 a )  a n d  a  d e c r e a s e  i n  S p 3 / S p 2  r a t i o .  
F r i c t i o n  c o e f f i c i e n t s  ( r e f e r  F i g u r e  4 4 b )  r a n g e d  b e t w e e n  1 . 4 7  a n d  2 . 3 3 ,  d e c r e a s i n g  w i t h  a n  
i n c r e a s e  i n  R F  p o w e r .  
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F i g u r e  4 3 :  D e p o s i t i o n  r a t e  o f D L C  a s  a  f u n c t i o n  o f  R F  p o w e r  1 3 4 8 1 .  
R e s e a r c h  b y  K i m  e t  a l .  [ 2 8 7 ]  h e l d  R F  p o w e r  c o n s t a n t  a n d  v a r i e d  p r e s s u r e  d i s c o v e r i n g  a n  
i n c r e a s e  i n  p r e s s u r e  r e s u l t e d  i n  a  d e c r e a s e  i n  d e p o s i t i o n  r a t e s .  T h i s  a l s o  c o r r e s p o n d e d  w i t h  a n  
i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  o f  p a r t i c l e s  i n  t h e  f i l m  i n c r e a s i n g  t h e  s u r f a c e  r o u g h n e s s .  
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F i g u r e  4 4 :  V a r i a t i o n  i n  ( a )  F r i c t i o n  c o e f f i c i e n t  a n d  ( b )  s u r f a c e  r o u g h n e s s  w i t h  R F  p o w e r  1 3 4 8 1 .  
A s  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e  e v i d e n c e  a b o v e ,  f i l m  p r o p e r t i e s  n o t i c e a b l y  v a r y  w i t h  s l i g h t  c h a n g e s  
i n  d e p o s i t i o n  p a r a m e t e r s .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  a r r i v e  a t  a  d e s i r a b l e  f i l m  s t r u c t u r e  a n d  e n s u r e  t h e  
d e p o s i t i o n  p a r a m e t e r s  a r e  r e p r o d u c i b l e .  
D L C  f i l m  d e p o s i t i o n  b y  P E C V D  m e t h o d s  o v e r  t h e  y e a r s  h a s  h a d  o n e  c r i t i c a l  l i m i t a t i o n ,  p o o r  
a d h e s i o n  d u e  t o  h i g h  i n t e r n a l  c o m p r e s s i v e  s t r e s s e s  [ 3 4 9 ] .  T h i s  p r o b l e m  h a s  b e e n  a l l e v i a t e d  t o  
a  g r e a t  e x t e n t  b y  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  a n  i n t e r l a y e r  b e t w e e n  t h e  s u b s t r a t e  a n d  p u r e  D L C  c o a t i n g .  
T e t r a m e t h y l s i l a n e  ( T M S ) ,  S i ( C H 3 ) 4 ,  h a s  b e e n  a n  e f f e c t i v e  i n t e r l a y e r  f u n c t i o n i n g  a s  a  b a r r i e r  
t o  p r e v e n t  c e r t a i n  i m p u r i t i e s  f r o m  g e t t i n g  i n t o  o r  o u t  o f  t h e  s u b s t r a t e  a n d  p r o v i d i n g  a n  a n c h o r  
1 2 4  
f o r  t h e  p u r e  D L C  f i l m  [ 3 5 0 ] .  T M S  i s  g e n e r a l l y  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  p l a s m a  c h a m b e r  a s  a  
f e e d s t o c k  g a s  ( o r  p r e c u r s o r )  i n c l u s i v e  o f  D L C .  T h i s  g r a d u a l  c h a n g e  i n  f i l m  p r o p e r t i e s  
b e t w e e n  s u b s t r a t e ,  i n t e r l a y e r  a n d  o u t e r  c o a t i n g  c o n s i d e r a b l y  d e c r e a s e s  t h e  i n t e r n a l  
c o m p r e s s i v e  s t r e s s e s .  
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1 2 . 5 .  C E L L  C U L T U R E  
T h e  p r o c e s s  o f  c e l l  c u l t u r e  h a s  b e e n  p r a c t i c e d  f o r  n e a r l y  9 0  y r s  [ 3 5 1 ] ,  i t s  a p p l i c a t i o n  t o  b o n e  
c e l l s  h a s  o n l y  b e c o m e  r o u t i n e  s i n c e  t h e  1 9 6 0 s  [ 3 5 2 ] .  H o w e v e r ,  i n  t h a t  t i m e ,  b o n e  c e l l  c u l t u r e  
h a s  b e c o m e  a  u s e f u l  a n d  p o p u l a r  t o o l  a n d  h a s  p r o v i d e d  m u c h  o f  t h e  d a t a  e s s e n t i a l  t o  d e f i n i n g  
m a n y  o f  o u r  c u r r e n t  c o n c e p t s  o n  b o n e  b i o l o g y .  
2 . 5 . 1 .  I N  V I T R O  V S  I N  V I V O  
I n  v i v o  r e f e r s  t o  t h a t  w h i c h  t a k e s  p l a c e  i n s i d e  a n  o r g a n i s m .  I n  v i v o ,  i n  s c i e n c e  r e f e r s  t o  
e x p e r i m e n t a t i o n  d o n e  i n  o r  o n  t h e  l i v i n g  t i s s u e  o f  a  w h o l e ,  l i v i n g  o r g a n i s m  a s  o p p o s e d  t o  a  
p a r t i a l  o r  d e a d  o n e .  T h i s  t y p e  o f  r e s e a r c h  a p p r o a c h e s  t h e  s u b j e c t  h o l i s t i c a l l y  a n d  t h e r e f o r e  i s  
m o r e  s u i t a b l e  f o r  t h e  o v e r a l l  e f f e c t s  o f  a n  e x p e r i m e n t  o n  i t s  l i v i n g  s u b j e c t .  F o r  e x a m p l e ,  i f  t h e  
a i m  i s  t o  d i s c o v e r  d r u g s  o r  t o  g a i n  k n o w l e d g e  o f  b i o l o g i c a l  s y s t e m s ,  t h e  n a t u r e  a n d  p r o p e r t i e s  
o f  a  c h e m i c a l  t o o l  c a n n o t  b e  c o n s i d e r e d  i n d e p e n d e n t l y  o f  t h e  s y s t e m  i t  i s  t o  b e  t e s t e d  i n  [ 3 5 3 ] .  
I n  v i v o  r e s e a r c h  i s  s o m e w h a t  m o r e  i d i o s y n c r a t i c ,  a s  t h e  b i o l o g i c a l  s y s t e m  a s  a  w h o l e  i s  f a r  
m o r e  v a r i a b l e .  
A s  t h i s  r e s e a r c h  i s  i n  i t s  e a r l y  s t a g e s ,  t h e  i n  v i t r o  m e t h o d s  a l l o w  a  m o r e  c o n t r o l l e d  a n d  c o s t -
e f f e c t i v e  w a y  o f  g a i n i n g  i n s i g h t  i n t o  t h e  i m p l a n t  p r o p e r t i e s  o n  b o n e .  I n  v i t r o  r e f e r s  t o  t h e  
t e c h n i q u e  o f  p e r f o r m i n g  a  g i v e n  e x p e r i m e n t  i n  a  c o n t r o l l e d  e n v i r o n m e n t  o u t s i d e  a  l i v i n g  
o r g a n i s m .  T h i s  t y p e  o f  r e s e a r c h  a i m s  a t  d e s c r i b i n g  t h e  e f f e c t s  o f  a n  e x p e r i m e n t a l  v a r i a b l e  o n  
a  s u b s e t  o f  a n  o r g a n i s m ' s  c o n s t i t u e n t  p a r t s .  I t  t e n d s  t o  f o c u s  o n  o r g a n s ,  t i s s u e s ,  c e l l s ,  c e l l u l a r  
c o m p o n e n t s ,  p r o t e i n s ,  a n d / o r  b i o m o l e c u l e s .  O n e  o f  t h e  a d v a n t a g e s  o f  t h i s  s y s t e m  i s  t h a t  c e l l s  
i n  v i t r o  c a n  b e  s t o r e d  i n  a  d e e p - f r o z e n  s t a t e  w i t h o u t  c h a n g i n g  t h e i r  g r o w t h  r a t e  a n d  g e n e t i c  
c o m p o s i t i o n ,  a n d  t h e y  c a n  b e  r e v i v e d  a t  w i l l .  O v e r a l l  i t  i s  s e e n  a s  a  b e t t e r  m e t h o d  f o r  
d e t e r m i n i n g  t h e  m e c h a n i s m s  o f  a c t i o n .  W i t h  f e w e r  v a r i a b l e s  a n d  p e r c e p t u a l l y  a m p l i f i e d  
r e a c t i o n s  t o  s u b t l e  c a u s e s ,  r e s u l t s  a r e ,  g e n e r a l l y ,  m o r e  d i s c e r n i b l e .  T o d a y ,  i n  v i t r o  r e s e a r c h  i s  
b o t h  v i t a l  a n d  h i g h l y  p r o d u c t i v e  [ 2 0 9 ,  3 5 4 ] .  
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2 . 5 . 2 .  P R I M A R Y  C E L L S  A N D  C E L L  L I N E S  
T h u s  f a r ,  t w o  m e t h o d s  h a v e  b e e n  u s e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  i s o l a t e d  m a t r i x - f r e e  b o n e  f o r m i n g  
c e l l s .  O n e  s e t  o f  s t u d i e s  h a s  u t i l i s e d  f r e s h l y - i s o l a t e d ,  p r i m a r y  c u l t u r e s  o f  t i s s u e - d e r i v e d  c e l l s ,  
w h i l e  a n o t h e r  h a s  u s e d  p e r m a n e n t  o r  i m m o r t a l  c e l l  l i n e s  d e r i v e d  f r o m  o s t e o s a r c o m a  t u m o u r s  
[ 3 5 5 , 3 5 6 ] .  
S t u d i e s  u s i n g  p r i m a r y  c u l t u r e s  o r  f r e s h l y  i s o l a t e d  b o n e  c e l l s  h a v e  t h e  a d v a n t a g e  o f  n o n -
t r a n s f o r m e d  c e l l s ;  h e n c e  a n y  p o s s i b l e  c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  t r a n s f o r m e d  p h e n o t y p e  t o  a  
m e a s u r e d  r e s p o n s e  c a n  b e  d i s r e g a r d e d .  T h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  i m p o r t a n t  f o r  s t u d i e s  o n  g r o w t h  
f a c t o r s  a s  t r a n s f o r m e d  c e l l s  m a y  p r o d u c e  a  d i f f e r e n t  s e t  o f  g r o w t h  r e g u l a t o r s .  A l s o ,  p r i m a r y  
c u l t u r e s  w i l l  c o n t a i n  a l l  t h e  d i f f e r e n t  c l a s s e s  o f  b o n e - f o r m i n g  c e l l s  k n o w n  t o  b e  p r e s e n t  i n  
b o n e .  T h e  d r a w b a c k s  o f  t h i s  s y s t e m  i n c l u d e  t h e  t i m e  c o n s u m i n g  p r o c e s s  o f  c e l l  i s o l a t i o n  a n d  
a t t e m p t i n g  t o  o b t a i n  i d e a l  c o n d i t i o n s  t o  a c h i e v e  a  h i g h  y i e l d ,  w h i c h  s t i l l  h a s  n o t  b e e n  
a c h i e v e d .  P r i m a r y  c u l t u r e s  o f  b o n e  c e l l s  m a y  r e t a i n  t h e i r  o s t e o b l a s t i c  p h e n o t y p e  f o r  r e l a t i v e l y  
s h o r t  p e r i o d s  o f t i m e  [ 3 5 7 ] .  
I n  c o n t r a s t  t o  p r i m a r y  c u l t u r e s ,  b o n e  c e l l  l i n e s  e x p r e s s  o s t e o b l a s t i c  c h a r a c t e r i s t i c s  a n d  c a n  b e  
m a i n t a i n e d  i n  p e r m a n e n t  c u l t u r e  t o  p r o v i d e  l a r g e  a m o u n t s  o f  c e l l s  f o r  b i o c h e m i c a l  s t u d i e s  
[ 3 5 5 ] .  C e l l  l i n e s  a r e  f a r  m o r e  r o b u s t  t h a n  p r i m a r y  c u l t u r e d  c e l l s .  
F r o m  t h e  a b o v e  a r g u m e n t  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  t y p e  o f  b o n e  f o r m i n g  c e l l s  u s e d  d e p e n d s  
o n  t h e  t y p e  o f  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  r e q u i r e d .  P r i m a r y  c u l t u r e s  a l l o w  s t u d i e s  o n  d e v e l o p m e n t a l  
s t a g e s ,  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  c e l l u l a r  i n t e r a c t i o n s  a m o n g  s u b p o p u l a t i o n s  o f  o s t e o g e n i c  c e l l s .  
C e l l  l i n e s  o n  t h e  o t h e r  h a n d  c a n  p r o v i d e  b u l k  h o m o g e n e o u s  m a t e r i a l  f o r  l a r g e  s c a l e  s t u d i e s .  
T h i s  s t u d y  r e q u i r e d  q u a l i t a t i v e  r e s u l t s  t h a t  w o u l d  a l l o w  c o m p a r i s o n  o f  t h e  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e  
p e r f o r m a n c e s  o n  o s t e o b l a s t  c e l l s .  T h e  c e l l  l i n e  w a s  a  g o o d  c o n t r o l  p r o v i d i n g  h o m o g e n e o u s  
m a t e r i a l ,  a l l o w i n g  t h e  s u b s t r a t e  c h e m i s t r y  a n d  t o p o g r a p h y  t o  b e  t h e  o n l y  v a r i a b l e s .  
1 2 7  
2 . 5 . 2 . 1 .  M G 6 3  O S T E O B L A S T - L I K E  C E L L S  
M o d e l s  o f  o s t e o b l a s t  c u l t u r e s  a r e  w i d e l y  a c c e p t e d  a s  a  s t a n d a r d  i n  v i t r o  m o d e l  f o r  
i n v e s t i g a t i n g  t h e  b i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  o r t h o p a e d i c  b i o m a t e r i a l s ,  a n d  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s t u d i e s  
h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  i n  w h i c h  o s t e o b l a s t  c u l t u r e s  h a v e  b e e n  u s e d  t o  e s t a b l i s h  t h e  
b i o c o m p a t i b i l i t y  [ 3 5 8 - 3 6 0 ]  o r  p o s s i b l e  t o x i c i t y  [ 3 6 1 ,  3 6 2 ]  o f b i o m a t e r i a l s .  
M G 6 3  a r e  h u m a n  o s t e o s a r c o m a  d e r i v e d  c e l l s  c l a s s i f i e d  a s  ' o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s ' .  T h e  c e l l s  
e x h i b i t  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  r e l a t i v e l y  i m m a t u r e  o s t e o b l a s t  [ 4 5 ] .  T h e s e  c e l l s  a r e  c o n s i d e r e d  t o  
s h o w  a  n u m b e r  o f  f e a t u r e s  t y p i c a l  o f  a n  u n d i f f e r e n t i a t e d  o s t e o b l a s t  p h e n o t y p e  i n c l u d i n g  t h e  
s y n t h e s i s  o f  t y p e  I  c o l l a g e n ,  e x p r e s s i o n  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  p r o d u c t i o n  o f  o s t e o c a l c i n  
[ 3 6 3 ] .  M G 6 3 s  h a v e  b e e n  u s e d  i n  e x p e r i m e n t s  t o  t e s t  a d h e s i o n  [ 3 6 4 - 3 6 6 ] ,  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  
s y n t h e s i s  [ 3 6 7 ,  3 6 8 ] ,  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  [ 3 6 9 ]  a n d  o s t e o c a l c i n  p r o d u c t i o n  [ 3 7 0 ] .  A  
s t u d y  b y  C l o v e r  e t  a l .  [ 3 6 3 ]  c o m p a r e d  t h e  f u n c t i o n s  o f  t h e  M G 6 3  o s t e o s a r c o m a  c e l l  l i n e  w i t h  
h u m a n  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  t o  a s s e s s  t h e i r  r e l e v a n c e  a s  e x p e r i m e n t a l  m o d e l s  f o r  s t u d y i n g  
p a r t i c u l a r  a s p e c t s  o f  o s t e o b l a s t  f u n c t i o n .  H e  f o u n d  t h a t  M G 6 3  c e l l s  p r o l i f e r a t e d  m o r e  r a p i d l y  
t h a n  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  a n d  s h o w e d  i n c r e a s e d  e n z y m e  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  1 , 2 5 -
d i h y d r o x y v i a t m i n  D 3  a d m i n i s t r a t i o n ,  w h i c h  w a s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  b o n e  d e r i v e d  c e l l s .  I t  w a s  
f o u n d  t h a t  t h e  c e l l  l i n e  w a s  a p p r o p r i a t e  f o r  s t u d y i n g  i n t e g r i n  s u b u n i t  e x p r e s s i o n  a n d  c e l l  
a d h e s i o n ,  h o w e v e r  n o t  i d e a l  f o r  A L P  a n d  p r o l i f e r a t i o n  a s  t h e y  w e r e  n o t  v e r y  r e p r e s e n t a t i v e  o f  
b o n e  c e l l  c u l t u r e s  [ 3 6 3 ] .  H o w e v e r ,  a s  p r e v i o u s l y  s t a t e d ,  t h e  c e l l  l i n e  w a s  i d e a l  f o r  t h e  
p u r p o s e s  o f  t h i s  t h e s i s  a s  i t  i s  r o b u s t ,  e a s i l y  c u l t u r e d ,  a n d  p r o v i d e s  t h e  c o m p a r a t i v e  r e s p o n s e  
n e c e s s a r y  t o  d e t e r m i n e  t h e  o p t i m a l  c o m b i n a t i o n  o f  s u r f a c e  c h e m i s t r y  a n d  t o p o g r a p h y  f o r  
e n h a n c e d  b o n e  g r o w t h .  B o y a n  e t  a l .  [ 4 5 ]  s t a t e d  t h a t  M G 6 3  c e l l s  p r o v i d e  a n  e x c e l l e n t  m o d e l  
f o r  e x a m i n i n g  t h e  e f f e c t s  o f  s u r f a c e  m o r p h o l o g y  b e c a u s e  t h e y  b e h a v e  d i s t i n c t l y  d i f f e r e n t l y  o n  
s m o o t h  a n d  r o u g h  s u r f a c e s .  
2 . 5 . 3 .  G R O W T H  R E Q U I R E M E N T S  
A n  i m p o r t a n t  c o n s i d e r a t i o n  i n  c e l l  c u l t u r e ,  a l o n g  w i t h  m a i n t a i n i n g  a  s t e r i l e  e n v i r o n m e n t  a n d  
p h y s i o l o g i c a l  t e m p e r a t u r e  f o r  a l l  s o l u t i o n s ,  i s  p r o v i d i n g  t h e  r i g h t  m e d i u m  a n d  s e r u m .  T h e s e  
t w o  f a c t o r s  a r e  c r i t i c a l  i n  t h e  g r o w t h  a n d  s u r v i v a l  o f  t h e  c e l l  l i n e .  
1 2 8  
2 . 5 . 3 . 1 .  M E D I U M  
T h e  m e d i u m  m u s t  s u p p l y  a l l  e s s e n t i a l  n u t r i e n t s .  T h e s e  i n c l u d e  a l l  r a w  m a t e r i a l s  n e e d e d  f o r  
t h e  s y n t h e s i s  o f  n e w  c e l l s ,  s u b s t r a t e s  f o r  e n e r g y  m e t a b o l i s m ,  v i t a m i n s  a n d  t r a c e  m i n e r a l s  
w h o s e  f u n c t i o n  i s  p r i m a r i l y  c a t a l y t i c ,  a n d  b u l k  i n o r g a n i c  i o n s  w h o s e  f u n c t i o n s  a r e  b o t h  
c a t a l y t i c  a n d  p h y s i o l o g i c a l  [ 3 7 1 ] .  T y p i c a l  c e l l  c u l t u r e  m e d i a  c o n t a i n  a  m i x t u r e  o f  d e f i n e d  
l o w - m o l e c u l a r - w e i g h t  n u t r i e n t s  d i s s o l v e d  i n  a  b u f f e r e d  p h y s i o l o g i c a l  s a l i n e  s o l u t i o n .  T h e s e  
n u t r i e n t s  i n c l u d e  b u l k  i o n s ,  t r a c e  e l e m e n t s ,  v i t a m i n s ,  a m i n o  a c i d s  a n d  o t h e r  o r g a n i c  n u t r i e n t s .  
T h e  b u l k  i o n s ,  s u c h  a s  s o d i u m ,  p o t a s s i u m ,  c a l c i u m ,  m a g n e s i u m ,  c h l o r i d e  a n d  p h o s p h a t e ,  a r e  
t h o u g h t  t o  b e  r e q u i r e d  f o r  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  m e m b r a n e  p o t e n t i a l s  a n d  o s m o t i c  b a l a n c e  a n d  
a l s o  a i d  i n  c e l l  r e p l i c a t i o n  [ 3 7 1 ] .  L i m i t e d  d a t a  s u g g e s t s  t h a t  g r o w t h  i n  m e d i a  i s  s o m e w h a t  
d e p e n d e n t  o n  t r a c e  e l e m e n t s  ( i r o n ,  z i n c ,  s e l e n i u m ,  c o p p e r )  t h a t  a r e  p r e s e n t  a s  c o n t a m i n a n t s  
[ 3 7 2 ,  3 7 3 ] .  T h e  s u g a r s  a r e  k n o w n  a s  a  s o u r c e  o f  m e t a b o l i c  e n e r g y .  M o s t  o f  t h e  a m i n o  a c i d s  
a r e  i n v o l v e d  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  a c t  t o  r e d u c e  c e l l u l a r  b i o s y n t h e t i c  l o a d s .  T h e y  a l s o  
s u p p o r t  c e l l  m u l t i p l i c a t i o n  [ 3 7 1 ] .  
D u l b e c c o ' s  M o d i f i e d  E a g l e  M e d i u m  ( D M E M )  w a s  u t i l i s e d  f o r  t h e  c u l t u r e  o f  t h e  M G 6 3  c e l l  
l i n e  a n a l y s e d  i n  t h i s  s t u d y .  H a m  e t  a l 1 9 7 9  [ 3 7 1 ]  p r o v i d e s  a  t a b l e  c o n t a i n i n g  t h e  c o m p o s i t i o n  
o f  D M E M .  O v e r a l l ,  i t  c o n t a i n s  4  t i m e s  t h e  a m i n o  a c i d s  a n d  v i t a m i n s  o f  o n e  o f  t h e  e a r l i e s t  
v e r s i o n s  o f  B M E  ( E a g l e ' s  b a s a l  m e d i u m ) .  D M E M  i s  w i d e l y  u s e d  w i t h  w h o l e  o r  d i a l y z e d  
s e r u m  f o r  n o n t r a n s f o r m e d  c u l t u r e s  [ 3 7 1 ] .  
2 . 5 . 3 . 2 .  S E R U M  
S i n c e  t h e  e a r l y  d a y s  o f  c e l l  c u l t u r e  t e c h n o l o g y ,  s e r u m  h a s  b e e n  a n  i m p o r t a n t  a d d i t i o n  t o  
m e d i a .  I t  r e m a i n s  t h e  k e y  s u p p l e m e n t  t o  i n c r e a s e  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  c h e m i c a l l y  d e f i n e d  
m e d i a  a n d  c o n t a i n s  m o s t ,  i f  n o t  a l l ,  o f  t h e  g r o w t h  f a c t o r s  a n d  h o r m o n e s  t h a t  c e l l s  r e q u i r e  f o r  
t h e i r  g r o w t h .  V a r y i n g  a m o u n t s  o f  s e r u m  ( u p  t o  2 0  % )  i s  i n c l u d e d  i n  m e d i a  t o  m a k e  u p  f o r  
s m a l l  q u a l i t a t i v e  d e f i c i e n c i e s  i n  s y n t h e t i c  m e d i a  [ 3 7 4 ] .  
F o e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( F B S )  i s  p r o b a b l y  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  f o r  m e d i a  a n d  w i l l  p r o v i d e  
g r o w t h  i n  a  w i d e  r a n g e  o f  c e l l  l i n e s .  F B S  w a s  i n c l u d e d  i n  D M E M  ( u p  t o  1 0 % )  f o r  c e l l  g r o w t h  
i n  t h i s  s t u d y .  F B S  i s  a  b y - p r o d u c t  o f  t h e  m e a t  i n d u s t r y  a n d  i s  o n l y  a v a i l a b l e  f r o m  t h o s e  
c o u n t r i e s  w h e r e  c a t t l e  a r e  f r e e  t o  r o a m  a n d  t h e  c o w s  f r e e  t o  b e c o m e  p r e g n a n t  [ 3 7 4 ] .  
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2 . 5 . 4 .  C E L L  C U L T U R E  P R O C E D U R E S  
2 . 5 . 4 . 1 .  C E L L  M O R P H O L O G Y  
T h e  p u r p o s e  o f  e x p l o r i n g  c e l l  m o r p h o l o g y  i s  t o  s t u d y  t h e  f u n c t i o n  a n d  r e s p o n s e  o f  t h e  c e l l ,  
s i n c e  m o r p h o l o g y  i s  s a i d  t o  r e p r e s e n t  t h e  v i s u a l  m a n i f e s t a t i o n  o f  f u n c t i o n a l  a c t i v i t y .  C e l l  
s h a p e  ( o r  m o r p h o l o g y )  h a s  b e e n  s h o w n  t o  r e g u l a t e  c e l l  f u n c t i o n s ,  s u c h  a s  c e l l  g r o w t h ,  g e n e  
e x p r e s s i o n ,  s e c r e t i o n  o f  p r o t e i n a s e s ,  a n d  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  m e t a b o l i s m  [ 3 7 5 ] .  M G 6 3  c e l l  
r e s p o n s e  o n  s m o o t h  a n d  r o u g h  s u r f a c e s  w e r e  f o u n d  t o  c o r r e l a t e  w e l l  w i t h  c h a n g e s  i n  c e l l  
m o r p h o l o g y ,  w h i c h  r e f l e c t e d  t h e  m a t u r a t i o n  s t a t e s  i n  t h e  o s t e o b l a s t i c  l i n e a g e  [ 4 5 ] .  
R e s e a r c h e r s  t r y  t o  c a p t u r e  t h e  i m a g e  c l o s e s t  t o  t h e  o r i g i n a l  b y  " f i x i n g "  t h e  t i s s u e  w i t h  
c h e m i c a l s  t h a t  b i n d  t o  t h e  m o l e c u l e s  i n  t h e  t i s s u e  a n d  p r e v e n t  c h e m i c a l  f r a g m e n t a t i o n  o f  t h e  
t i s s u e  m o l e c u l e s  [ 2 6 ] .  O n c e  t h e  m e d i a  i s  r e m o v e d  f r o m  t h e  c e l l s  a n d  t h e y  a r e  e x p o s e d ,  a  
p r o c e s s  o f  s e l f - d e s t r u c t i o n  o r  a u t o l y s i s  o c c u r s  w h i c h  i s  i n i t i a t e d  b y  t h e  a c t i o n s  o f  i n t r a c e l l u l a r  
e n z y m e s  c a u s i n g  t h e  b r e a k d o w n  o f  p r o t e i n  a n d  e v e n t u a l  l i q u e f a c t i o n  o f  t h e  c e l l  [ 3 7 6 ] .  
A u t o l y s i s  i s  i n d e p e n d e n t  o f  a n y  b a c t e r i a l  a c t i o n ,  r e t a r d e d  b y  c o l d ,  g r e a t l y  a c c e l e r a t e d  a t  
t e m p e r a t u r e s  o f  a b o u t  3 0 ° C  a n d  a l m o s t  i n h i b i t e d  b y  h e a t i n g  t o  5 0 ° C .  T h e  p r o c e s s  o f  f i x a t i o n  
p r e s e r v e s  t h e  c e l l s  i n  a s  c l o s e  a  l i f e - l i k e  s t a t e  a s  p o s s i b l e ,  t h r o u g h  t h e  c o a g u l a t i o n  o f  t i s s u e  
p r o t e i n s  a n d  c o n s t i t u e n t s  [ 3 7 7 ] .  T h e r e  e x i s t s  a  w i d e  v a r i e t y  o f  f i x a t i v e s .  T h i s  s t u d y  u t i l i s e d  a  
2 %  g l u t a r a l d e h y d e  s o l u t i o n  ( g l u t a r a l d e h y d e  m a y  b e  u s e d  b e t w e e n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 . 2 5 %  t o  
4 % )  w h i c h  i s  t h o u g h t  t o  a c t  b y  f o r m i n g  c r o s s - l i n k s  b e t w e e n  p r o t e i n s ,  c r e a t i n g  a  g e l ,  t h u s  
r e t a i n i n g  c e l l u l a r  c o n s t i t u e n t s  i n  t h e i r  i n  v i v o  r e l a t i o n s h i p s  t o  e a c h  o t h e r  [ 3 7 6 ] .  S o l u b l e  
p r o t e i n s  a r e  f i x e d  t o  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  r e n d e r i n g  t h e m  i n s o l u b l e  a n d  g i v i n g  s o m e  m e c h a n i c a l  
s t r e n g t h  t o  t h e  o v e r a l l  s t r u c t u r e  [ 3 7 6 ] .  G l u t a r a l d e h y d e  h a s  v e r y  l o w  p e n e t r a t i o n ,  h e n c e  o n l y  
s m a l l  b l o c k s  o f  t i s s u e  ( 1 - 2  m m
3
)  f i x  w e l l  a t  t e m p e r a t u r e s  o f  I _ 4 ° C .  I t  i s  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  
f i x a t i v e  f o r  s t a n d a r d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  [ 3 7 8 ] .  
T h e  m o r p h o l o g y  o f  a  c e l l  i s  g e n e r a l l y  d e t e r m i n e d  u s i n g  a  s c a u n i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  
( S E M ) .  I n  t h i s  m e t h o d  e l e c t r o n s ,  r e l e a s e d  b y  a  t u n g s t e n  f i l a m e n t  a r e  f o c u s e d  i n t o  a  c o h e r e n t  
b e a m  b y  e l e c t r o m a g n e t i c  c o n d e n s e r  l e n s e s .  T h e y  p a s s  t h r o u g h  t h e  t i s s u e  s e c t i o n  w h e r e  t h e  
d e n s i t y  o f  t h e  d i f f e r e n t  s t r u c t u r e s  c o n t r o l  t h e  n u m b e r  o f  e l e c t r o n s  t h a t  p a s s  t h r o u g h  a n d  i t  i s  i n  
t h i s  w a y  t h a t  a n  i m a g e  i s  a c h i e v e d .  T h e  i m a g e  b e c o m e s  n o t i c e a b l e  w h e n  t h e  f l u o r e s c e n t  
s c r e e n  i s  l i t  u p  b y  d e f l e c t e d  e l e c t r o n s  h i t t i n g  t h e  s u r f a c e .  A n  i m a g e  c a n  a l s o  b e  o b t a i n e d  w h e n  
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t h e  e l e c t r o n s  h i t  t h e  s u r f a c e  o f  a  p h o t o g r a p h i c  p l a t e  a n d  t h e  e m u l s i o n  i s  d e v e l o p e d  i n  t h e  
s a m e  w a y  a s  a f t e r  e x p o s u r e  t o  v i s i b l e  l i g h t .  I n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  t h e  t i s s u e  s t r u c t u r e s  h a v e  
t o  b e  t r e a t e d  t o  e n h a n c e  t h e  i m a g e  a n d  t h i s  i s  a c h i e v e d  b y  s t a i n i n g  w i t h  h e a v y  m e t a l s  t h a t  
a d h e r e  t o  t i s s u e  c o m p o u n d s  a n d  p r e v e n t  p e n e t r a t i o n ,  p a r t l y  o r  c o m p l e t e l y ,  o f  t h e  e l e c t r o n s ,  
t h u s  e n h a n c i n g  t h e  c o n t r a s t  o f  t h e  f i n a l  i m a g e  o n  t h e  f l u o r e s c e n t  s c r e e n  o r  p h o t o g r a p h i c  p l a t e  
[ 2 6 ] .  M G 6 3  c e l l s  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  g o l d  s p u t t e r  c o a t e d  f o r  S E M  t o  e n h a n c e  c o n t r a s t .  
2 . 5 . 4 . 2 .  C E L L  A T T A C H M E N T  
O s t e o b l a s t  c e l l s  a r e  k n o w n  a s  a t t a c h m e n t - d e p e n d e n t  c e l l s ,  t h e y  m u s t  f i r s t  a d h e r e  t o  a  s u r f a c e  
b e f o r e  t h e y  c a n  r e p r o d u c e  a n d  m i n e r a l i z e  t h e i r  E C M .  I n  t h e  a r e a  o f  c e l l  b i o l o g y ,  a t t a c h m e n t  
i s  a  t e r m  t h a t  i n d i c a t e s  t h e  n u m b e r  o r  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  a c t u a l l y  a d h e r i n g  t o  a  s u r f a c e  w i t h  
r e s p e c t  t o  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  t h a t  h a d  a n  o p p o r t u n i t y  t o  a t t a c h  ( o r  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  c e l l s  
o n  t h a t  s u r f a c e ) .  O n c e  c e l l s  a t t a c h  t o  a  s u r f a c e ,  t h e y  a r e  f r e e  t o  s p r e a d  t o  a  g r e a t e r  o r  l e s s e r  
e x t e n t .  A  w e l l - e x t e n d e d  c e l l  i s  a s s u m e d  t o  b e  b e t t e r  a d a p t e d  t o  a  s u b s t r a t e  [ 4 5 ] .  
F o r  t h e  p u r p o s e  o f  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  v a r i o u s  s u r f a c e  c h e m i s t r i e s  a n d  t o p o g r a p h i e s  
e m p l o y e d  i n  t h i s  s t u d y ,  a  l o w  c o n c e n t r a t i o n  E D T A  ( e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c i d )  s o l u t i o n  
w a s  u s e d  t o  d e t a c h  c e l l s  f r o m  t h e  s u b s t r a t e s .  A  g r e a t  d e a l  o f  r e s e a r c h  h a s  s h o w n  s u r f a c e  
r o u g h n e s s  t o  i n f l u e n c e  c e l l  a d h e s i o n  s t r e n g t h s ,  t h e r e f o r e  i n  t h e o r y ;  t h e  E D T  A  s o l u t i o n  w o u l d  
d e t a c h  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  c e l l s  f r o m  s m o o t h e r  s u r f a c e s  a s  o p p o s e d  t o  t h e  r o u g h e r  s u b s t r a t e s .  
I t  i s  i m p o r t a n t  t o  r e m o v e  s e r u m ,  c a l c i u m ,  a n d  m a g n e s i u m  f r o m  t h e  m e d i u m  t o  l o o s e n  c e l l -
c e l l  a n d  c e l l - m a t e r i a l  c o n t a c t .  E D T A  ( a  c h e l a t i n g  a g e n t )  r e m o v e s  d i v a l e n t  i o n s  ( C a + +  a n d  
M g  + + ) ,  l e a d i n g  t o  t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  c e l l  m o n o l a y e r s  a n d  t h e  r e l e a s e  o f  c e l l s  i n t o  s u s p e n s i o n  
w i t h o u t  p r o t e a s e  a c t i o n  [ 3 7 9 ] .  E D T A  i s  n o t  a s  s t r o n g  a n  a g e n t  i n  c e l l  d e t a c h m e n t  a s  T r y p s i n ;  
h e n c e  i t  i s  i d e a l  f o r  t h e  a s s e s s m e n t  o f  c e l l  a t t a c h m e n t  l e v e l s  o n  m o d i f i e d  s u b s t r a t e s .  
2 . 5 . 4 . 3 .  C E L L  V I A B I L I T Y  
C e l l  v i a b i l i t y  i s  a n  a s s e s s m e n t  o f  t h e  n u m b e r  o f  h e a l t h y  c e l l s  i n  a  s a m p l e .  M o s t  v i a b i l i t y  
a s s a y s  a r e  b a s e d  o n  t h e  c e l l  m e m b r a n e  i n t e g r i t y  o f  h e a l t h y  c e l l s  w h i c h  t a k e s  a d v a n t a g e  o f  t h e  
a b i l i t y  o f  h e a l t h y  c e l l s  w i t h  u n c o m p r o m i s e d  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  i n t e g r i t y  t o  e x c l u d e  d y e s  
s u c h  a s  T r y p a n  b l u e .  D e a d  c e l l s  w i l l  b e  s t a i n e d ,  a n d  h e a l t h y  c e l l s  c a n  b e  c o u n t e d  d i r e c t l y  
[ 3 8 0 ] .  
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F o r  t h e  c u r r e n t  s t u d y ,  a l l  c e l l s  w e r e  d e t a c h e d  f r o m  t h e  s u b s t r a t e  u s i n g  t r y p s i n ,  a  p r o t e o l y t i c  
e n z y m e  w h i c h  b r e a k s  d o w n  p r o t e i n s  t h a t  f a c i l i t a t e  a d h e s i o n .  T r y p s i n  c l e a v e s  a m i d e  a n d  e s t e r  
b o n d s  o f  t h e  a m i n o  a c i d s ,  A r g i n i n e  a n d  L y s i n e .  I t  i s  t h e  m o s t  d i s c r i m i n a t i n g  o f  a l l  t h e  
p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  i n  t e r m s  o f  t h e  r e s t r i c t e d  n u m b e r  o f  c h e m i c a l  b o n d  t h a t  i t  w i l l  a t t a c k .  
P r o l o n g e d  e x p o s u r e  t o  t r y p s i n  s h o u l d  b e  a v o i d e d  a s  t h i s  c a n  d a m a g e  t h e  c e l l  m e m b r a n e  
r e s u l t i n g  i n  c e l l  l y s i s  a n d  l o s s  o f  v i a b i l i t y  [ 3 7 9 ] .  
O n c e  c e l l s  a r e  d e t a c h e d ,  t h e y  a r e  t r e a t e d  w i t h  T r y p a n  b l u e  a n d  p i p e t t e d  i n t o  a  
h a e m o c y t o m e t e r .  E a c h  c h a m b e r  ( r e f e r  F i g u r e  4 5 )  o f  t h e  h a e m o c y t o m e t e r  c a n  a c c o m m o d a t e  a  
v o l u m e  o f  0 . 9  i l L  a s  e a c h  s q u a r e  e q u a l s  0 . 1  i l L .  A s  a n  e x a m p l e ,  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  c e l l s  
c o u n t e d  u n d e r  a  l i g h t  m i c r o s c o p e  i n  b o t h  c h a m b e r s  ( i n  e a c h  c h a m b e r ,  n u m b e r  o f  c e l l s  w i l l  b e  
c o u n t e d  w i t h i n  t h e  b l u e  s h a d e d  r e g i o n s )  e q u a l s  2 0 0 .  T h e  t o t a l  c e l l  s u s p e n s i o n  v o l u m e  e q u a l s  
6 5 0  i l L .  T h e r e f o r e ,  2 0 0  ( c e l l s / i l L )  x  6 5 0  i l L  =  1 3 0 0 0 0  c e l l s  i n  t h e  o r i g i n a l  c e l l  s u s p e n s i o n .  
T h i s  t e c h n i q u e  i s  f a s t ,  s i m p l e  a n d  r e p r o d u c i b l e ,  h e n c e  i t s  w i d e s p r e a d  u s e  i n  c e l l  b i o l o g y  
r e s e a r c h .  A  d i s a d v a n t a g e  o f  t h i s  t e c h n i q u e  i s  t h a t  i t  b e c o m e s  t e d i o u s  f o r  l a r g e  n u m b e r s  o f  
s a m p l e s  h e n c e  c a r e  h a s  t o  b e  t a k e n  t o  m a i n t a i n  c o n s i s t e n c y  i n  t h e  c o u n t i n g  m e t h o d .  A n  
a d v a n t a g e  i s  t h a t  t h e  c e l l s  a r e  v i e w e d  d i r e c t l y ,  w h i c h  e n a b l e s  a  j u d g e m e n t  t o  b e  m a d e  a b o u t  
t h e  q u a l i t y  o f  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n ,  i . e .  c l u m p e d  o r  b r o k e n  c e l l s  p r e s e n t .  
2 . 5 . 4 . 4 .  C E L L  P R O L I F E R A T I O N  
C e l l  p r o l i f e r a t i o n  i s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  a s  a  r e s u l t  o f  c e l l  d i v i s i o n .  T h e  m o s t  
p r o m i n e n t  p a r a m e t e r  f o r  a n a l y s i n g  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i s  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  D N A  s y n t h e s i s  
d u r i n g  t h e  S  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e  a s  a  s p e c i f i c  m a r k e r  f o r  r e p l i c a t i o n  [ 3 8 1 ] .  I n c o r p o r a t i o n  
o f  t r i t i a t e d  T h y m i d i n e  e H ] d T  h a s  b e e n  u s e d  a s  a  t o o l  t o  a s s e s s  t h e  r a t e  o f  D N A  s y n t h e s i s  i n  
c e l l  c u l t u r e s  f o r  m a n y  y e a r s  [ 3 8 2 - 3 8 4 ] .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  a n d  c e l l  r e p l i c a t i o n ,  t h e  c o u n t s  
p e r  m i n u t e  ( c . p . m )  a r e  a s s e s s e d  o n  a  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  [ 3 8 1 ] .  
T h e  n u c l e o s i d e ,  T h y m i d i n e ,  e n t e r s  t h e  c e l l  v i a  s a l v a g e  p a t h w a y  e n z y m e s .  T h e  s a l v a g e  
p a t h w a y  i s  a  p a t h w a y  i n  w h i c h  n u c l e o t i d e s  ( p u r i n e  a n d  p y r a m i d i n e )  a r e  s y n t h e s i z e d  f r o m  
i n t e r m e d i a t e s  i n  t h e  d e g r a d a t i v e  p a t h w a y  f o r  n u c l e o t i d e s .  T h e  T h y m i d i n e  k i n a s e  g e n e  
e n c o d e s  a  c y t o s o l i c  e n z y m e  o f  t h e  p y r a m i d i n e  s a l v a g e  p a t h w a y .  T h i s  e n z y m e  c a t a l y s e s  t h e  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  T h y m i d i n e  t o  f o r m  d T M P  ( T h y m i d i n e  m o n o p h o s p h a t e )  [ 3 8 5 ] .  I t s  a c t i v i t y  
i s  m a x i m a l  d u r i n g  t h e  o n s e t  o f  D N A  s y n t h e s i s  [ 3 8 6 ] .  W i t h  f u r t h e r  p h o s p h o r y l a t i o n ,  d T M P  i s  
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c o n v e r t e d  t o  d T D P  ( T h y m i d i n e  d i p h o s p h a t e )  a n d  t h e n  t o  d T T P  ( T h y m i d i n e  t r i p h o s p h a t e ) .  
T h e  e n z y m e  D N A  p o l y m e r a s e  u t i l i s e s  d T I P  t o  i n c o r p o r a t e  t h y m i n e  i n t o  D N A  w i t h  t h e  o t h e r  
t h r e e  b a s e s  [ 3 8 6 ] .  
F i g u r e  4 5 :  L a y o u t  o f  o n e  c h a m b e r  o f  a  h e m o c y t o m e t e r .  O n l y  c e l l s  f o u n d  w i t h i n  t h e  b l u e  s q u a r e s  a r e  
i n c l u d e d  i n  t h e  c o u n t .  
T h i s  t e c h n i q u e  o f  d e t e l l 1 1 i n i n g  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i s  c o m m o n l y  u s e d  i n  a s s e s s i n g  p r o l i f e r a t i o n  
i n  M G 6 3  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  [ 1 6 6 , 2 0 8 , 3 8 7 ] .  
2 . 5 . 4 . 5 .  T O T A L  P R O T E I N  C O N T E N T  
T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  f o r  a  c e l l  s u s p e n s i o n  s a m p l e  p r o v i d e s  a n  e s t i m a t e  o f  t h e  n u m b e r  o f  
a d h e r e n t  c e l l s  p r e s e n t  o n  e a c h  s u b s t r a t e  [ 3 8 8 ] .  T h i s  t e s t  c o m b i n e d  w i t h  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  
f r o m  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  e x p e r i m e n t s  ( e x p l a i n e d  f u r t h e r  o n  p a g e  1 3 4 ) ,  e n a b l e s  a  m o r e  
a c c u r a t e  e v a l u a t i o n  o f  t h e  l e v e l s  o f  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n .  A  p a r t i c u l a r  s u r f a c e  s h o w i n g  g r e a t e r  
A L P  a c t i v i t y  c o u l d  e a s i l y  b e  d u e  t o  a n  i n c r e a s e d  n u m b e r  o f  a d h e r e n t  c e l l s  r a t h e r  t h a n  a n  
i n c r e a s e d  l e v e l  o f  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n .  C a l c u l a t i n g  A L P  p e r  m g  o f  p r o t e i n  p r o v i d e s  a  m o r e  
a c c u r a t e  p i c t u r e  o f  t h e  v a r i a n c e  i n  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  o n  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e s .  A L P  p e r  m g  o f  
p r o t e i n  c a n  a l s o  b e  a d d r e s s e d  a s  A L P  a c t i v i t y  p e r  c e l l .  
T h e  i n t r o d u c t i o n  o f  a n  a l k a l i n e  s y s t e m  c o n t a i n i n g  C u 2 +  t o  p r o t e i n ,  r e s u l t s  i n  a  c o l o u r e d  
c o m p l e x  f O l  m e d  b e t w e e n  t h e  p e p t i d e  b o n d s  o f  t h e  p r o t e i n  a n d  t h e  c o p p e r  a t o m s .  T h e  
p r o p e r t i e s  o f  t h i s  r e a c t i o n  h a s  b e e n  u s e d  i n  t h e  p a s t  t o  m e a s u r e  t h e  q u a n t i t y  o f  p r o t e i n  p r e s e n t  
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w i t h i n  a  s o l u t i o n  [ 3 8 9 ,  3 9 0 ] .  U n f o r t u n a t e l y ,  t h i s  w a s  a  l o w  s e n s i t i v i t y  t e c h n i q u e  w h i c h  
l i m i t e d  i t s  u s e f u l n e s s  f o r  m e a s u r i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  d i l u t e  p r o t e i n  s o l u t i o n s .  A n  
i m p r o v e d  a s s a y  m e t h o d  b y  L o w r y  w a s  d e v e l o p e d  w h i c h  s u c c e s s f u l l y  a p p l i e d  t h e  F o l i n -
C i o c a l t e a u  r e a g e n t  t o  e n h a n c e  t h e  c o l o u r  r e s p o n s e  o f  t h e  c o p p e r - p r o t e i n  r e a c t i o n .  T h i s  
m e t h o d  w a s  f u r t h e r  i m p r o v e d  b y  r e p l a c i n g  t h e  F o l i n - C i o c a l t e a u  w i t h ,  B i c i n c h o n i n i c  A c i d  
( B C A ) ,  a  c o m p o u n d  k n o w n  f o r  i t s  s p e c i f i c i t y  i n  c o m p l e x i n g  C u l +  [ 3 9 1 ] .  
p , . o t e . n  . .  C u ' 2  0 1 1 - .  
C u "  
· o o c  
C u "  +  B C A  
. .  
B C A  - C u "  c o m p l e x  
F i g u r e  4 6 :  F o r m a t i o n  o f  p u r p l e  c o m p l e x  w i t h  D C A  a n d  c u p r o u s  i o n  g e n e r a t e d  1 3 9 1 1 .  
T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t ,  i n  t h i s  s t u d y ,  w a s  a s s e s s e d  v i a  t h e  B i c i n c h o n i n i c  a c i d  ( B C A )  p r o t e i n  
a s s a y .  B C A  i s  a  s i n g l e  r e a g e n t  v a r i a t i o n  o f  t h e  L o w r y  p r o t e i n  a s s a y  w h i c h  i s  c o m p a t i b l e  w i t h  
d e t e r g e n t s ,  b u t  w i t h  o n l y  l o w  l e v e l s  o f  s o m e  r e d u c i n g  r e a g e n t s .  I n  t h e  f o r m  o f  i t s  w a t e r -
s o l u b l e  s o d i u m  s a l t ,  B C A  i s  a  s e n s i t i v e ,  s t a b l e ,  a n d  h i g h l y  s p e c i f i c  r e a g e n t  f o r  C u l +  [ 3 9 1 ] .  
B C A  r e a c t s  w i t h  C u  1 +  c o m p l e x  f o r m e d  t o  g i v e  a n  i n t e n s e  p u r p l e  c o l o u r  w i t h  a n  a b s o r b a n c e  
m a x i m u m  a t  5 6 2  r u n .  
T h e  B C A  p r o t e i n  a s s a y  h a s  b e e n  w i d e l y  u s e d  i n  o s t e o b l a s t  c e l l  c u l t u r e s  t o  t e s t  t o t a l  p r o t e i n  
c o n t e n t  [ 3 9 2 - 3 9 4 ] .  R e s e a r c h  b y  T u s z y n s k i  e t  a l .  [ 3 8 8 ]  v e r i f i e d  t h e  u s e  o f  B C A  a s s a y s  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  a n d  q u a n t i t a t i o n  o f  a d h e r e n t  c e l l s  a n d  e v e n  s t a t e d  t h e  B C A  t e s t  c o u l d  b e  u s e d  t o  
e v a l u a t e  t h e  a b i l i t y  o f  d i f f e r e n t  s u r f a c e s  t o  s u p p o r t  c e l l  a d h e s i o n  .  
•  
2 . 5 . 4 . 6 .  C E L L  D I F F E R E N T I A T I O N  
C e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  i s  t h e  p r o c e s s  w h e r e  c e l l s  b e c o m e  m o r e  s p e c i a l i s e d .  C e l l s  m a y  c h a n g e  
d r a m a t i c a l l y  i n  t h i s  p r o c e s s  h o w e v e r  i t s  g e n e t i c  m a t e r i a l  w i l l  r e m a i n  t h e  s a m e .  A s  s t a t e d  
p r e v i o u s l y ,  a  m a r k e r  o f  o s t e o b l a s t  d i f f e r e n t i a t i o n  i s  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  
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C u r r e n t  a s s a y s  t o  m e a s u r e  e n d o g e n o u s  A P  a c t i v i t y  u s e  c o l o u r i m e t r i c  d e t e c t i o n  m e t h o d s  w i t h  
p - n i t r o p h e n y l  p h o s p h a t e  s o l u t i o n .  T h i s  c o m p o u n d  i s  c o l o u r l e s s ,  b u t  u p o n  s p l i t t i n g  o f f  t h e  
p h o s p h a t e  g r o u p  b y  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  t h e  y e l l o w  s a l t  o f  p - n i t r o p h e n o l  i s  l i b e r a t e d  
( a b s o r p t i o n  m a x i m u m ,  4 0 0  m~) . H e n c e  t h e  s u b s t r a t e  i s  i t s e l f  a n  i n d i c a t o r  o f  t h e  a m o u n t  o f  
s p l i t t i n g  a n d  t h u s  a  m e a s u r e  o f  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .  T t  i s  o n l y  n e c e s s a r y  t o  i n c u b a t e  s e r u m  
w i t h  t h e  b u f f e r e d  r e a g e n t ,  s t o p  t h e  r e a c t i o n  b y  d i l u t i o n  w i t b  a l k a l i ,  a n d  m e a s u r e  t h e  a m o u n t  
o f  c o l o u r  d e v e l o p e d  [ 3 9 5 ] .  
T h e  t w o  w i d e l y  u s e d  m e t b o d s  p r e v i o u s l y  w e r e  b y  B o d a n s k y  [ 3 9 6 J  a n d  K i n g  a n d  A r m s t r o n g  
[ 3 9 7 ] ,  i n  w h i c h  g l y c e r o l  p h o s p h a t e  a n d  p h e n y l  p h o s p h a t e  r e s p e c t i v e l y  w e r e  e m p l o y e d .  T h e s e  
m e t h o d s  w e r e  s a t i s f a c t o r y ,  h o w e v e r  r a t h e r  t i m e - c o n s u m i n g  w h e n  l a r g e  n u m b e r s  o f  
d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  n e e d e d  a n d  t h e y  r e q u i r e d  l a r g e r  s a m p l e s  o f  s e r u m .  T h e  p r e s e n t  m e t b o d  
e m p l o y i n g  p - n i t r o p h e n y l  p h o s p h a t e  i s  s p l i t  b y  A P  1 5  %  f a s t e r  t h a n  p h e n y l  p h o s p h a t e  [ 3 9 8 J ,  2  
o r  3  t i m e s  m o r e  r a p i d  t h a n  g l y c e r o l  p h o s p h a t e ,  a n d  2 5  o r  3 0  t i m e s  f a s t e r  t h a n  p h e n o l p h t h a l e i n  
p h o s p h a t e  [ 3 9 5 ] .  
T h i s  m e t h o d  i s  f a s t  a n d  s i m p l e ,  h e n c e  i t  h a s  b e e n  r e c o m m e n d e d  f o r  m a c r o - a s  w e l l  a s  m i c r o  
d e t e l l l l i n a t i o n s  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  [ 3 9 5 ] .  
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2 . 6 .  S U M M A R Y  A N D  A I M S  
2 . 6 . 1 .  A I M  O F  T H I S  T H E S I S  
•  C r e a t e  d e f i n e d  a n d  r e p r o d u c i b l e  s u r f a c e  t o p o g r a p h i e s  ( p a r a U e l  g r o o v e d ,  p i l l a r e d  a n d  
p i t t e d )  u s i n g  p h o t o l i t h o g r a p h y  a n d  r e a c t i v e  i o n  e t c h i n g  p r o c e s s e s .  
•  C r e a t e  v a r y i n g  s u r f a c e  c b e m i s t r i e s  u s i n g  t h i n  f i l m  c o a t i n g s  o f  t y p i c a l l y  u t i l i s e d  
b i o m e d i c a l  m a t e r i a l s  ( c o m m e r c i a l l y  p u r e  t i t a n i u m ,  t i t a n i u m  o x i d e  p h a s e s  a n d  
d i a m o n d - l i k e  c a r b o n ) .  
•  S p e c i f i c a l l y  s t u d y  M G 6 3  o s t e o b l a s t  c e l l  g r o w t h  a n d  b e h a v i o u r .  
•  C o n d u c t  c o m p r e h e n s i v e  i n  v i t r o  t e s t i n g  o f  t h e  o s t e o b l a s t  r e s p o n s e  t o  t h e  e t c b e d  a n d  
c o a t e d  b i o m a t e r i a l  s u r f a c e s .  
2 . 6 . 2 .  P R I N C I P A L  N O V E L T Y  O F  T H I S  T H E S I S  
T h e  l i t e r a t u r e  r e v i e w  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  v a r i o u s  a s p e c t s  o f  t h i s  t h e s i s  h a v e  b e e n  s t u d i e d  
p r e v i o u s l y ,  s u c h  a s :  
•  t h e  u s e  o f  p h o t o l i t h o g r a p h y  t o  a l t e r  s u r f a c e  t o p o g r a p h i e s  a n d  c r e a t e  p a r a l l e l  g r o o v e d ,  
p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  s u r f a c e s ,  
•  t h e  s t u d y  o f  c e l l  b e h a v i o u r  o n  l i t h o g r a p h i c a l l y  o b t a i n e d  s u r f a c e  t o p o g r a p h i e s ,  
•  t h e  s t u d y  o f  c e l l  b e h a v i o u r  o n  a l t e r e d  s u r f a c e  c h e m i s t r i e s ,  
•  t h i n  f i l m  b i o m a t e r i a l  c o a t i n g s ,  n o t  i n c l u d i n g  p u r e  s i n g l e - p h a s e  o x i d i s e d  t i t a n i u m .  
T h e  n o v e l t y  o f  t h i s  t h e s i s  i s  i n  t h a t  n o b o d y  t o  d a t e  h a s  s t u d i e d :  
•  o s t e o b l a s t  r e s p o n s e  t o  p i t t e d  o r  p i l l a r e d  s u r f a c e s ,  
•  t i t a n i u m  c o a t e d  p i l l a r e d  o r  p i t t e d  s u r f a c e s ,  
•  o s t e o b l a s t  r e s p o n s e  t o  t i t a n i u m  c o a t i n g s  w i t h  p i l l a r e d  o r  p i t t e d  s u r f a c e s ,  
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•  t o p o g r a p h i c a l l y  a l t e r e d  ( g r o o v e d ,  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d )  D L C  c o a t i n g s ,  
•  o s t e o b l a s t  r e s p o n s e  t o  D L C  c o a t i n g s  o n  v a r i o u s  s u r f a c e  t o p o g r a p h i e s ,  
•  t o p o g r a p h i c a l l y  a l t e r e d  ( g r o o v e d ,  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d )  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s ,  
•  o r  o s t e o b l a s t  r e s p o n s e  t o  t i t a n i u m  c o a t i n g s  i n  t h e  v a r i o u s  o x i d a t i o n  s t a t e s  a c h i e v e d  i n  
t h i s  t h e s i s .  
l n  s u m m a r y ,  t h i s  s t u d y  s y s t e m a t i c a l l y  i s o l a t e d  t w o  k e y  p a r a m e t e r s :  
S u r f a c e  m o r p h o l o g y  o n  t h e  1 - 2 0  m i c r o n  s c a l e  ( g r o o v e d ,  p i l l a r e d  o r  p i t t e d ) ,  a n d  s u r f a c e  
c h e m i s t r y  a s  a  t h i n - f i l m  c o a t i n g  ( O L C ,  c p T i ,  T i 0
2  
a n a t a s e ,  r u t i l e  a n d  a m o r p h o u s )  o v e r  a n  
e t c h e d  s u r f a c e .  
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3 . 1 .  E X P E R I M E N T A L  O V E R V I E W  
[  
E  K P E R l M E N T A L P R O C E S S  
I  
P A l  I  E R N I N G  B Y  
1 .  S i  s a m p l e s  c l e a n e d  t h o r o u g h l y  
2 .  e r  c o a t i n g  w a s  v a p o u r  d e p o s i t e d  o n t o  S i  s u b s t r a t e  
3 .  l a y e r  o f  p / I O O l I e s i s t  s p i n  c o a t e d  o v e r  C r  c o a t i n g  
4 .  M a s k  p a I I e m  ~'Jas I h e n  I N  e x p o s e d  o n t o  p h o t o c e s i s t  
5 .  P a t t e r n  w a s  d e v e l o p e d  u s i n g  p t  o O I D d e v e l o p i n g  s o I u t i < l i o o l l l n  
6 .  P a l t e  • • •  w a s  t r a n s t e n e d  t o  t h e  e r  c o a t i n g  v i a  e r  e t c h i n g  s o l u t i o n  
7 .  P h o t o r e s i s t  l a y e r  w a s  H o e "  r e m o v e d  
8 .  C F .  e t c h i n g  t r a n s t e n e d  t h e  p a t t e r n  f r o m  C r  l a y e r  t o  S i  s u b s t r a t e  
9 .  e r  l a y e r  w a s  O C i i i O \ ' C d  u s i n g  e r  e t c h i n g  s o l u t i o n .  
V A P O U R  C O A T I N G  
1 .  c p  1 i  a n d  1 i  o x i d e  c o a t i n g s  w e o c  a p p l i e d  v i a  F A D  
2 .  D L C  c o a t i n g s  ' N e r e  a p p l i e d  v i a  P E C V O  
S U R F A C E  C H A R A C T E R I Z A T I O N  
C E l l .  C U L T U R E  
w a s  I I e s 1 I e d  b y  t h e  ~uoring 
1 .  C e l l  N u m b e r  
2 .  C e l l  A t t a c h  • •  o e n t  
3 .  C e l l  
4 .  C e l l  
5 .  C e l l  
6 .  T o t a l  P r o t e i n  C o n t e n t  
A l l l c s u l t s  w e : ,  t h e n  
a n a I J 1 A : . : 1  
F i g u r e  4 7 :  F l o w c h a r t  o f  t h e  o v e r a l l  e x p e r i m e n t a l  p r o c e s s ,  
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3 . 2 .  S U R F A C E  P A T T E R N I N G  
3 . 2 . 1 .  S A M P L E  P R E P A R A T I O N  
C i r c u l a r  s i l i c o n  d i s c s  o f  1 5  m m  d i a m e t e r  w e r e  c u t  ( u s i n g  a  d i a m o n d  c o a t e d  h o l e - s a w  w i t h  a  
w a t e r  b a s e d  c o o l a n t )  o u t  f r o m  1 0 0  m m  d i a m e t e r  s e m i c o n d u c t o r  g r a d e  s i n g l e  c r y s t a l  s i l i c o n  
( 1 0 0 )  w a f e r s .  I t  w a s  n e c e s s a r y  t o  p r e - c u t  a l l  d i s c s  w i t h  a b o u t  0 . 5  m m  t o l e r a n c e  t o  t i g h t l y  f i t  
2 4 - w e l l  c u l t u r e  p l a t e s  f o r  c e l l  c u l t u r e  e x p e r i m e n t s .  A  p r e - t r e a t m e n t  p r o c e d u r e  o f  
u l t r a s o n i c a l l y  c l e a n i n g  w i t h  a c e t o n e  a n d  t h e n  e t h a n o l  f o r  5  m i n u t e s  i n  e a c h  w a s  a p p l i e d  t o  a l l  
d i s c s .  S a m p l e s  w e r e  t h e n  d r i e d  t h o r o u g h l y  b y  h o t  p l a t e .  
3 . 2 . 2 .  M A S K  D E S I G N  
M i c r o s t r u c t u r e  d e s i g n  a n d  s i z e s  w e r e  d e t e r m i n e d  a f t e r  e v a l u a t i n g  t h e  c u r r e n t  l i t e r a t u r e  o n  t h e  
a f f e c t s  o f  s u r f a c e  s t r u c t u r e  o n  b o n e  g r o w t h .  M a s k  d e s i g n  w a s  c r e a t e d  u s i n g  t h e  L A S I  7 . 0  
g e n e r a l  p u r p o s e  I n t e g r a t e d  C i r c u i t  l a y o u t  a n d  d e s i g n  s y s t e m .  U s i n g  E - b e a m  f a b r i c a t i o n ,  t h e  
m a s k  d e s i g n  w a s  p r i n t e d  o n t o  4  x  4  i n c h  0 . 0 9  q u a r t z  g l a s s .  
3 . 2 . 2 . 1 .  P O S I T I V E  M A S K  C O P Y  
M a s k  c o p i e s  w e r e  c r e a t e d  o n  c h r o m i u m  c o a t e d  S o d a - l i m e  g l a s s .  T h e  s o d a - l i m e  g l a s s  w a s  
i n i t i a l l y  c l e a n e d  w i t h  a c e t o n e  a n d  t h e n  e t h a n o l  a n d  d r i e d  u s i n g  n i t r o g e n  ( N z )  g a s .  
3 . 2 . 3 .  M I C R O  L I T H O G R A P H Y  
M i c r o - e n g i n e e r i n g  t o o l s  w e r e  i n i t i a l l y  e m p l o y e d  b y  t h e  s e m i - c o n d u c t o r  i n d u s t r y  f o r  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  i n t e g r a t e d  c i r c u i t s  i n  m i c r o p r o c e s s o r s  [ 3 9 9 ,  4 0 0 ] .  T h e  t r a n s i t i o n  o f  t h e s e  
t e c h n i q u e s  f r o m  t h e  s e m i c o n d u c t o r  i n d u s t r y  t o  t h e  f i e l d  o f  m a t e r i a l  s c i e n c e  h a s  b e e n  a  
s u c c e s s f u l  a n d  b e n e f i c i a l  s h i f t .  T h e  m i c r o - f a b r i c a t e d  b i o m a t e r i a l s  o f f e r  s e v e r a l  a d v a n t a g e s :  
•  T h e  i n d i v i d u a l  c o m p o n e n t s  o f  l i v i n g  c e l l s  e x i s t  i n  m i c r o - a n d  n a n o  s c a l e  l e n g t h s ;  
h e n c e  a  m i c r o - o r  n a n o - f a b r i c a t i o n  t e c h n i q u e  e n a b l e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  f e a t u r e s  
w i t h i n  t h e  s i z e  r a n g e  c e l l s  w o u l d  r e c o g n i z e .  
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•  R o u g h n e s s  c r e a t e d  b y  t h e s e  m e a n s  c a n  b e  s t r i n g e n t l y  c o n t r o l l e d ,  a l l o w i n g  a  r e s e a r c h e r  
t o  d e t e r m i n e  t o  a n  e x a c t  d i m e n s i o n  t h e  p r e f e r r e d  s u r f a c e  s t r u c t u r e s  f o r  a  p a r t i c u l a r  c e l l  
t y p e .  
M i c r o f a b r i c a t i o n  i s  g e n e r a l l y  c o n d u c t e d  i n  a  c l e a n  r o o m  e n v i r o n m e n t  t o  a  s t a n d a r d  o f  a b o u t  
1 0 0 0  p a r t i c l e s  p e r  c u b i c  m e t e r .  A s  t h e  s t r u c t u r e s  b e i n g  d e v e l o p e d  a r e  i n  t h e  m i c r o n  r a n g e ,  
s m a l l  p a r t i c l e s  o f  d u s t  c a n  c a u s e  s i g n i f i c a n t  f l a w s  i n  t h e  s u r f a c e  p a t t e r n .  
C r o c  l t i n g  a p p l i e d  
o n t o  S i  s l i l s b a t e  
MI2I;P'ittcille¥J!e~ P I M A o r e s i s t d e ' ¥ c I I ,  e d  
o n t o  p h 0 4 ' .  r e s i s t  
1 .  2 .  3 .  4 .  
P a t t e r n  d c h e d i n t D  P I . o o ·  A ! ' S i s t U y ' c r  C F c e l d J i n g  u s e d  t o  
C r '  ) 1 E : r 1 U i W h C d l D  
C r c o a t i n g  , U I W W e d ' A i " .  a c e r u r  E  t r . I n s t e r p a t t e m t o S i  
s , m t r  
. .  
5 .  6 .  
7 .  8 .  
F i g u r e  4 8 :  P r o c e s s  o f  m i c r o p a t t e r n i n g  u s i n g  p h o t o l i t h o g r a p h y .  
S i s u b s b a t e  
C r c o o t i n g  
P h o t o  r e s i s t  
M u ' ;  
o  L N  l i g h t s o u r o e  
F o l l o w i n g  a r e  t h e  p a t t e r n s  a n d  d i m e n s i o n s  o f  t h e  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  d e v e l o p e d  t h r o u g h  
o p t i c a l  l i t h o g r a p h y  f o r  t h i s  s t u d y :  
3 . 2 . 3 . 1 .  P A R A L L E L  G R O O V E D  P A T T E R N  
G r o o v e  a n d  r i d g e  w i d t h s  o f  2 ,  4 ,  8  a n d  1  0  ~m a n d  a  d e p t h  b e t w e e n  1 . 5 - 2  ~m. G r o o v e  w i d t h s  
a n d  r i d g e  w i d t h s  w e r e  o f  e q u a l  d i m e n s i o n s .  
F i g u r e  4 9 :  P a r a l l e l  G R O O V E D  p a t t e r n .  
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3 . 2 . 3 . 2 .  C I R C U L A R  P I L L A R E D  P A T T E R N  
D i a m e t e r s  o f  S  a n d  I S  ~m w i t h  a  d e p t h  o f  b e t w e e n  I . S - 2  ~m. D i a m e t e r  o f  e a c h  p i l l a r  w a s  
e q u a l  t o  t b e  s p a c i n g  b e t w e e n  e a c h  p i l l a r .  
F i g u r e  5 0 :  C i r c u l a r  P I L L A R E D  s t r u c t u r e .  
3 . 2 . 3 . 3 .  C I R C U L A R  P I T T E D  S T R U C T U R E  
D i a m e t e r s  o f  S  a n d  I S  ~m w i t h  a  d e p t h  o f  b e t w e e n  I . S - 2  ~m. D i a m e t e r  o f  e a c h  p i t  w a s  e q u a l  
t o  t h e  s p a c i n g  b e t w e e n  e a c h  p i t .  
F i g u r e  5 1 :  C i r c u l a r  P I T T E D  s t r u c t u r e .  
A l l  d i s c s  w e r e  v a p o u r  c o a t e d  w i t h  a  3 0 0  n m  l a y e r  o f  c h r o m i u m  ( C r )  d e p o s i t e d  a t  a  p r e s s u r e  
o f  6 . 0  m T o r r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a r g o n  g a s .  A  l a y e r  o f  p h o t o  r e s i s t  ( S h i p l e y  M i c r o p o s i t  S  1 8 1 3  
p h o t o  r e s i s t )  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  d i s c  b y  s p i n  c o a t i n g  f o r  I  m i n u t e  a t  4 0 0 0  r p m  
a n d  t h e n  p l a c e d  o n  a  h o t  p l a t e  t o  d r y  a t  I  O S OC  f o r  I  m i n .  
T h i s  p r o d u c e d  a  t h i n  u n i f o l l n  l a y e r  o f  p h o t o  r e s i s t  o n  t h e  w a f e r  s u r f a c e .  A  m a s k  ( c o n t a i n i n g  
t h e  r e q u i r e d  p a t t e r n )  w a s  p l a c e d  o v e r  t h e  d i s c  a n d  e x p o s e d  t o  U V  l i g h t  ( S o l i t e c  3 0 0 0 R ,  2 0 0 W  
U V )  f o r  a p p r o x .  1 3  s e c o n d s  a t  1 0  m  W  / c m
2  
T h e  e x p o s e d  r e s i s t  w a s  w a s h e d  u s i n g  d e v e l o p e r  s o l u t i o n  ( S h i p l e y  M i c r o p o s i t  M F 3 2 0  
D e v e l o p e r ) .  T h e  d i s c  w a s  t h e n  i m m e r s e d  i n  C r  e t c h i n g  s o l u t i o n  t o  t r a n s f e r  t h e  p a t t e r n  t o  t h e  
C r  l a y e r .  T h e  p h o t o  r e s i s t  l a y e r  w a s  w a s h e d  a w a y  u s i n g  a c e t o n e  s o l u t i o n .  T h e  r e q u i r e d  
p a t t e r n s  w e r e  t h e n  e t c h e d  i n t o  t h e  s i l i c o n  w a f e r  u s i n g  R e a c t i v e  I o n  E t c h i n g  ( R  l E )  w i t h  C F
4  
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g a s  a t  a  p r e s s u r e  o f  8  P a ,  5 0  W  f o r  5  m i n u t e s .  A l l  l i t h o g r a p h i c  p r o c e d u r e s  w e r e  c o n d u c t e d  i n  
a  c l e a n  r o o m  e n v i r o n m e n t  t o  a v o i d  p a r t i c l e  c o n t a m i n a t i o n .  T a b l e  1 1  s h o w s  d i f f e r e n t  s a m p l e  
g r o u p s .  E a c h  s a m p l e  g r o u p  c o n t a i n e d  6  d i s c s .  
F i g u r e  5 2 :  P h o t o  r e s i s t  s p i n n e r  ( H e a d w a y  R e s e a r c h  I n c .  U S A ) .  
F i g u r e  5 3 :  M a s k  a l i g n e r  a n d  U V  l i g h t  s o u r c e .  
•  
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T a b l e  I  I :  S a m p l e  g r o u p s  .  
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F i g u r e  5 4 :  R e a c t i v e  I o n  E t c h e r .  
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•  G r o o v e  a n d  r i d g e  w i d t h s  a r e  o f  e q u a l  s p a c i n g  
A  D i a m e t e r  o f  P i l l a r / P i t  i s  e q u a l  t o  I b e  s p a c i n g  b e t w e e n  e a c h  s t r u c t u r e  
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3 . 3 .  C O A T I N G  P R O C E S S  
P a t t e r n e d  a n d  u n p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  w e r e  v a p o u r  c o a t e d  w i t h  e i t h e r  c o m m e r c i a l l y  p u r e  
t i t a n i u m ,  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n  o r  o n e  o f  t h e  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s .  
3 . 3 . 1 .  F I L T E R E D  A R C  D E P O S I T I O N  ( F A D )  
T h e  t i t a n i u m  b a s e d  c o a t i n g s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  d e p o s i t e d  b y  a  p h y s i c a l  v a p o u r  
d e p o s i t i o n  t e c h n i q u e  c a l l e d  f i l t e r e d  c a t h o d i c  a r c  d e p o s i t i o n  ( F A D ) .  T h e  c a t h o d i c  a r c  i s  a  l o w -
v o l t a g e ,  h i g h - c u r r e n t  p l a s m a  d i s c h a r g e  t h a t  t a k e s  p l a c e  b e t w e e n  t w o  m e t a l l i c  e l e c t r o d e s  i n  
v a c u u m .  T h i s  p r o c e s s  i s  i d e a l  f o r  a s s i s t e d  f i l m  d e p o s i t i o n ,  a s  t h e  c a t h o d e  s p o t  i s  a n  i n t e n s e  
s o u r c e  o f  i o n i z e d  m a t e r i a l  w i t h  e n e r g i e s  s u f f i c i e n t  f o r  s e l f - d e n s i f i c a t i o n  w h e n  c o n d e n s e d  o n t o  
a  s u b s t r a t e  s u r f a c e .  T h e  m a i n  d i s a d v a n t a g e  o f  t h e  a r c  p r o c e s s  f o r  t h i n  f i l m  d e p o s i t i o n  h a s  
b e e n  t h e  p r e s e n c e  o f  m i c r o  p a r t i c l e s  i n  t h e  e m i t t e d  f l u x ,  w h i c h  a r e  e v e n t u a l l y  i n t e g r a t e d  i n t o  
t h e  c o a t i n g .  T h e s e  m i c r o  p a r t i c l e s  e x i s t  i n  s i z e s  u p  t o  a  f e w  m i c r o m e t e r s  i n  d i a m e t e r  a n d  l e a d  
t o  a  s e r i o u s  d e g r a d a t i o n  i n  f i l m  q u a l i t y ,  r e s u l t i n g  i n  f i l m  p o r o s i t y ,  a n d  p r e c l u d e  i t s  u s e  f r o m  
t h e  p r o d u c t i o n  o f  h i g h  q u a l i t y  f i l m s  s u i t a b l e  f o r  e l e c t r i c a l  a n d  o p t i c a l  a p p l i c a t i o n s .  T h e  m o s t  
s u c c e s s f u l  s y s t e m  a v a i l a b l e  t o  m i n i m i z e  t h e  m i c r o  p a r t i c l e s  i s  b a s e d  o n  t h e  u s e  o f  c u r v e d  
p l a s m a  d u c t  f i l t e r s .  F A D  i s  a n  i n n o v a t i v e  d e p o s i t i o n  m e t h o d ,  w h e r e  t h e  d e g r e e  o f  i o n i z a t i o n  
a n d  e n e r g y  o f  t h e  d e p o s i t i n g  s p e c i e s  i s  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f t h e t l l l a l  e v a p o r a t i o n  a n d  m a g n e t r o n  
s p u t t e r i n g  t e c h n i q u e s .  T h e  F A D  s y s t e m  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  
[ 4 0  I ] .  
C o m m e r c i a l l y  p u r e  t i t a n i u m  c o a t i n g s  w e r e  a p p l i e d  u s i n g  f i l t e r e d  a r c  d e p o s i t i o n  ( F A D )  ( r e f e r  
F i g u r e  5 5 ) .  T h i n  f i l m s  w e r e  d e p o s i t e d  f r o m  a  t i t a n i u m  c a t h o d e .  C o a t i n g s  w e r e  d e p o s i t e d  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e  a t  a  s u b s t r a t e  b i a s  o f  - S O Y ,  w i t h o u t  t h e  p r e s e n c e  o f  o x y g e n  ( 0
2
)  a n d  a  
f i l t e r e d  a r c  b e a m  c u r r e n t  o f 2 0 0 m A  t o  p r o d u c e  a  f i l m  t h i c k n e s s  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 4 0 n m .  
T h e  t h r e e  t i t a n i u m  o x i d e  f i l m s  w e r e  a l s o  d e p o s i t e d  u s i n g  t h e  f i l t e r e d  a r c  d e p o s i t i o n  p r o c e s s  
w h e r e b y  a  m e t a l  c a t h o d e  i s  e v a p o r a t e d  i n  a n  o x y g e n  b a c k g r o u n d  g a s .  A l l  t h r e e  f i l m s  w e r e  
d e p o s i t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  O
2  
a t  a  p a r t i a l  p r e s s u r e  o f  O
2  
o f  2 . 6  m T o r r ,  
a n  a r c  b e a m  c u r r e n t  o f  2 0 0  m A  a n d  a n  O
2  
f l o w  r a t e  o f  1 2  c m
3
/ m i n .  D e p o s i t i o n  w a s  p o s s i b l e  
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a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a s  t h e  i n t r i n s i c  e n e r g y  o f  t h e  d e p o s i t i n g  m e t a l  s p e c i e s  i s  s u f f i c i e n t l y  h i g h  
t h a t  s e l f  d e n s i f i c a t i o l 1  o f  t h e  f i l m  o c c u r s .  H e n c e ,  d e n s e  b u l k - l i k e  o x i d e  f i l m s  w e r e  d e p o s i t e d .  
T h e  s u b s t r a t e  b i a s  w a s  t h e  v a r y i n g  f a c t o r  w h i c h  d e t e l l l l i n e d  t h e  t y p e  o f  o x i d e  p h a s e  t h a t  w a s  
d e p o s i t e d .  A n a t a s e ,  R u t i l e  a n d  A m o r p h o u s  t i t a n i u m  o x i d e  w e r e  d e p o s i t e d  a t  s u b s t r a t e  b i a s  o f  
O V ,  - 2 0 0 V  a n d  - 5 0 V  r e s p e c t i v e l y .  C o a t i n g s  w e r e  a p p l i e d  a t  a  r a t e  o f  6 0  n m l m i n  f o r  5  m i n s  
r e s u l t i n g  i n  a  c o a t i n g  t h i c k n e s s  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 0 0 n m .  
T r i g g e r  
7  C a t h o d e  
-
A n o d e  
h u t t e r  a n d  
I o n  b e a m  m o n i t o r  
I  
,  
u b s t r a t e . . . . /  
. ( )  
V a c u u m  p u m p  
H e a l e r  
F i g u r e  5 5 :  F i l t e r e d  c a t h o d i c  a r c  d e p o s i t i o n  s y s t e m  1 4 0 2 1 .  
3 . 3 . 2 .  P L A S M A  E N H A N C E D  C H E M I C A L  V A P O U R  
D E P O S I T I O N  ( P E C V D )  
D L C  c o a t i n g s ,  u n l i k e  t i t a n i u m  a n d  t i t a n i u m  o x i d e ,  w e r e  c h e m i c a l l y  v a p o u r  d e p o s i t e d  u s i n g  
R F  P l a s m a  E n h a n c e d  C h e m i c a l  V a p o u r  D e p o s i t i o n  ( R F - P E C V D ) .  P E C V D  m e t h o d s  p r o d u c e  
g o o d  q u a l i t y  D L C  c o a t i n g s  o n t o  c o m p l e x  s h a p e d  o b j e c t s  a t  l o w  t e m p e r a t u r e .  
T h e  D L C  c o a t i n g  p r o c e s s  o c c u r r e d  i n  t h r e e  s t a g e s .  S i  w a f e r s  w e r e  i n i t i a l l y  e t c h e d  a t  a  
f l o a t i n g  b i a s  o f  6 0 0  V  a n d  2 0 0  W  R F  p o w e r ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a r g o n  ( A r )  a t  a  f l o w  r a t e  o f  
1 0 0  c m
3
/ m i n  a n d  p a r t i a l  p r e s s u r e  o f 2 5  m T o I T  f o r  3  m i n s .  A n  i n t e l m e d i a t e  b o n d i n g  l a y e r  o f  a -
S i C ( H )  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  t e t r a m e t h y l s i l a n e  ( T M S )  a t  a  p a r t i a l  p r e s s u r e  o f  2 5  m T o I T ,  a  
f l o w  r a t e  o f  1 7  s c c m ,  f l o a t i n g  b i a s  o f  6 5 0  V  a n d  2 0 0  W  R F  P o w e r  f o r  3  m i n s .  F i n a l l y ,  t h e  
D L C  l a y e r  w a s  d e p o s i t e d  o n t o  t h e  s u r f a c e  w i t h  a c e t y l e n e  ( C
2
H
2
)  a s  t h e  p r e c u r s o r  g a s  a t  a  
p a r t i a l  p r e s s u r e  o f  4 5  m T o I T ,  a  f l o w  r a t e  o f  1 0 0  c m
3
/ m i n ,  a t  2 0 0  W  R F  p o w e r  w i t h  a  f l o a t i n g  
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b i a s  o f  5 5 0  V  f o r  5  m i n s .  T h i s  p r o c e s s  r e s u l t e d  i n  a  D L C  f i l m  t h i c k n e s s  o f  a p p r o x i m a t e l y  
2 0 0 n m .  
F l o a t i n g  B i a s  
R F  P o w e r  
P a r t i a l  P r e s s u r e  
F l o w  R a t e  
D e p o s i t i o n  T i m e  
2 0 0 W  
2 5  m T o r r  
1 0 0  
3  m i n u t e s  
T a b l e  1 2 :  D e p o s i t i o n  p a r a m e t e r s  f o r  D L C  t h i n  
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m i n u t e s  
2 0 0 W  
4 5  m T o r r  
1  n n  e n  
3 . 4 .  S U R F A C E  C H A R A C T E R I S A T I O N  
S u r f a c e  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  m a t e r i a l s  i s  a n  i m p o r t a n t  s t e p  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  p r o c e s s .  I t  
e n a b l e s  t h e  d e t e c t i o n  o f  e r r o r s ,  f l a w s  o r  s i m p l y  a s s i s t s  i n  v e r i f y i n g  t h e  i n t e g r i t y  o f  a  s u r f a c e .  
P r i o r  t o  c e l l  c u l t u r e  a n a l y s i s ,  c o a t e d  s a m p l e s  w e r e  f u l l y  c h a r a c t e r i z e d  u s i n g  a t o m i c  f o r c e  
m i c r o s c o p y  ( A F M ) ,  x - r a y  p h o t o e l e c t r o n  s p e c t r o s c o p y  ( X P S ) ,  s u r f a c e  p r o f i l o m e t r y ,  s c a n n i n g  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  ( S E M ) ,  x - r a y  d i f f r a c t i o n  ( X R D ) ,  a n d  c o n t a c t  a n g l e  m e a s u r e m e n t .  
3 . 4 . 1 .  A T O M I C  F O R C E  M I C R O S C O P Y  
T h e  a t o m i c  f o r c e  m i c r o s c o p e  i s  a n  i d e a l  m e t h o d  o f  m e a s u r i n g  a n d  i m a g i n g  t h e  s u r f a c e  o f  a n y  
m a t e r i a l .  I t  o p e r a t e s  b y  s e n s i n g  t h e  f o r c e  b e t w e e n  a  v e r y  s h a r p  t i p  a n d  t h e  s a m p l e  s u r f a c e .  
T h e  p y r a m i d - s h a p e d  t i p  i s  m o u n t e d  o n t o  a  c a n t i l e v e r  ( r e f e r  F i g u r e  5 6 )  w h i c h  i s  a t t a c b e d  t o  a  
p i e z o e l e c t r i c  s c a n n e r .  T b i s  e n s u r e s  t h r e e  d i m e n s i o n a l  p o s i t i o n i n g  w i t h  h i g h  r e s o l u t i o n .  A  
l a s e r  b e a m  i s  r e f l e c t e d  o n t o  t h e  p o i n t  w h e r e  t h e  t i p  i s  m o u n t e d  o n  t h e  c a n t i l e v e r .  A n g u l a r  
d e f l e c t i o n  o f  t h e  c a n t i l e v e r  c a u s e s  a  t w o f o l d  l a r g e r  a n g u l a r  d e f l e c t i o n  o f  t b e  l a s e r  b e a m .  T h e  
r e f l e c t e d  l a s e r  b e a m  s t r i k e s  a  p o s i t i o n - s e n s i t i v e  p h o t o  d e t e c t o r  ( r e f e r  F i g u r e  5 7 )  c o n s i s t i n g  o f  
t w o  s i d e - b y - s i d e  p h o t o d i o d e s .  T h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  p b o t o d i o d e  s i g n a l s  i n d i c a t e s  
t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  l a s e r  s p o t  o n  t h e  d e t e c t o r  a n d  t h u s  t h e  a n g u l a r  d e f l e c t i o n  o f  t h e  c a n t i l e v e r .  
T b e  r e s u l t s  o f  t h i s  s c a n  a r e  d i s p l a y e d  a s  a  t h r e e  d i m e n s i o n a l  i m a g e  o n  a  c o m p u t e r  s c r e e n .  
T i p  
c a n t i l e v e r  
F i g u r e  5 6 :  A  s h a r p  p y r a m i d - s h a p e d  t i p  i s  m o u n t e d  t o  t h e  u n d e r s i d e  o f  t h e  c a n t i l e v e r  1 4 0 3 1  .  
•  
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F i g u r e  5 7 :  L a s e r  b e a m  i s  r e n e c t e d  o n t o  t h e  f r e e  e n d  o f  t h e  c a n t i l e v e r  a n d  r e n e c t e d  t o  a  p o s i t i o n  s e n s i t i v e  
p h o t o  d e t e c t o r  1 4 0 3 1 .  
C o n t a c t  A F M  w a s  u s e d  t o  e n s u r e  t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  e t c h e d  s t r u c t u r e  a n d  t o  i d e n t i f y  a n y  
f l a w s  t h a t  m a y  e x i s t  b y  u s i n g  a  T h e l l l 1 o m i c r o s c o p e s  A u t o p r o b e  M S .  S c a n s  w e r e  c o n d u c t e d  a t  
a  r a t e  o f  1  H z  a n d  a  g a i n  o f  I  f o r  s c a n  a r e a s  t h a t  d e c r e a s e d  w i t h  t h e  s i z e  o f  t h e  m i c r o s t r u c t u r e  
t o  e n s u r e  t h e  h i g h e s t  r e s o l u t i o n  p i c t u r e s .  T h e  v e r y  s m a l l  f i n e  s t r u c t u r e  w i t h  l a r g e  a s p e c t  r a t i o s  
w a s  n o t  w e l l - d e f i n e d  d u e  t o  t i p  i n t e r f e r e n c e  w i t h  t h e  w a l l s  o f  t h e  g r o o v e s .  
F i g u r e  5 8 :  T h e r m o m i c r o s c o p e s  A u t o p r o b e  M S .  
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3 . 4 . 2 .  X - R A Y  P H O T O E L E C T R O N  S P E C T R O S C O P Y  
X - r a y  P h o t o e l e c t r o n  S p e c t r o s c o p y  ( X P S )  i s  a  k e y  t o o l  i n  u n d e r s t a n d i n g  t h e  c h e m i s t r y  a n d  
p h y s i c s  t a k i n g  p l a c e  o n  s u r f a c e s  a n d  a t  i n t e r f a c e s .  K n o w l e d g e  o f  t h e  s u r f a c e  c h e m i s t r y  i s  
e s s e n t i a l  a s  c e l l s  w o u l d  o n l y  i n t e r a c t  w i t h  t h i s  f i r s t  l a y e r  o f  a n  i m p l a n t .  T h i s  t e c h n i q u e  i s  a  
n o n  d e s t r u c t i v e  s y s t e m  o f  a n a l y z i n g  a  s u r f a c e .  T h e  b a s i s  o f  t h e  t e c h n i q u e  l i e s  i n  E i n s t e i n ' s  
e x p l a n a t i o n  o f  t h e  p h o t o e l e c t r i c  e f f e c t ,  w h e r e b y  p h o t o n s  c a n  i n d u c e  e l e c t r o n  e m i s s i o n  f r o m  a  
s o l i d  p r o v i d e d  t h e  p h o t o n  e n e r g y  ( h v )  i s  g r e a t e r  t h a n  t h e  w o r k  f u n c t i o n  ( < j l ) .  T h e  w o r k  
f u n c t i o n  o f  a  s o l i d  i s  d e f i n e d  a s  t h e  m i n i m u m  e n e r g y  r e q u i r e d  t o  r e m o v e  a n  e l e c t r o n  f r o m  t h e  
h i g h e s t  o c c u p i e d  e n e r g y  l e v e l  i n  t h e  s o l i d  t o  t h e  ' v a c u u m  l e v e l ' .  
X P S  i s  a c h i e v e d  b y  a  b e a m  o f  x - r a y s  ( s o u r c e  o f  t h e  x - r a y s  a r e  e i t h e r  f r o m  a n  M g K a  ( 1 2 5 3 . 6  
e V )  o r  A I K a  ( 1 4 8 6 . 6  e V )  s o u r c e )  h i t t i n g  a  s o l i d  s u r f a c e  c a u s i n g  p h o t o e m i s s i o n  f r o m  b o t h  
c o r e  a n d  v a l e n c e  l e v e l s  o f  s u r f a c e  a t o m s  i n t o  t h e  v a c u u m .  T h e  k e y  t o  c h e m i c a l  i d e n t i f i c a t i o n  
i s  t h a t  t h e  c o r e  l e v e l  e l e c t r o n s  a r e  l a r g e l y  i n s e n s i t i v e  t o  t h e i r  s u r r o u n d i n g s  w h e n  c o n d e n s e d  
i n t o  t h e  s o l i d  p h a s e  a n d  r e t a i n  b i n d i n g  e n e r g i e s  E a  t h a t  a r e  s i g n a t u r e s  o f  t h e  a t o m  t y p e  ( t h e  
n u m b e r  o f  p r o t o n s  i n  t h e  n u c l e u s ) .  A p p l y i n g  t h e  p r i n c i p l e  o f  e n e r g y  c o n s e r v a t i o n ,  t h e  k i n e t i c  
e n e r g y  o f  t h e  e m i t t e d  p h o t o e l e c t r o n s  c a n  b e  e s t i m a t e d  b y :  
E K I N  =  h v  - E B  +  < j l  
W h e r e  h v  i s  t h e  e n e r g y  o f  t h e  p h o t o n ,  E B  i s  t h e  b i n d i n g  e n e r g y  o f  t b e  c o r e  l e v e l  e l e c t r o n  w i t h  
r e s p e c t  t o  t h e  h i g h e s t  o c c u p i e d  l e v e l  o f  t h e  s o l i d ,  a n d  < j l  i s  t h e  s p e c t r o m e t e r  w o r k  f u n c t i o n  
[ 4 0 4 ] .  S i n c e  h v a n d  < j l  a r e  k n o w n  q u a n t i t i e s ,  t h e  b i n d i n g  e n e r g i e s  o f  t h e  e m i t t e d  
p h o t o e l e c t r o n s  c a n  b e  d e d u c e d  b y  m e a s u r i n g  t h e i r  k i n e t i c  e n e r g i e s .  E a c h  e l e m e n t  p r o d u c e s  a  
u n i q u e  s e t  o f  X P S  p e a k s  a t  c h a r a c t e r i s t i c  E a  v a l u e s  t h a t  d i r e c t l y  i d e n t i f y  e a c h  e l e m e n t  t h a t  
e x i s t  i n  o r  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  m a t e r i a l  b e i n g  a n a l y z e d .  T h e s e  c h a r a c t e r i s t i c  p e a k s  
c o r r e s p o n d  t o  t h e  e l e c t r o n  c o n f i g u r a t i o n  o f  t h e  e l e c t r o n s  w i t h i n  t h e  a t o m s .  T h e  n u m b e r  o f  
d e t e c t e d  e l e c t r o n s  i n  e a c h  o f  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  p e a k s  i s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  t h e  a m o u n t  o f  
e l e m e n t  w i t h i n  t h e  a r e a  ( v o l u m e )  i r r a d i a t e d  [ 4 0 5 ] .  
I n  o r d e r  t o  a c c u r a t e l y  d e t e c t  t h e  n u m b e r  o f  e l e c t r o n s  a t  e a c h  E K I N  v a l u e ,  X P S  m u s t  b e  
p e r f o l m e d  u n d e r  u l t r a - h i g h  v a c u u m  c o n d i t i o n s .  
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F i g u r e  5 9 :  P h o t o n  i n d u c e d  e l e c t r o n  e m i s s i o n  i n  X P S  1 4 0 6 1 .  
I t  i s  n o t  o n l y  t h e  t y p e  o f  a t o m s  w h i c h  d e t e l l n i n e s  t h e  X P S  s p e c t r a  b u t  a l s o  t h e  c h e m i c a l  
e n v i r o n m e n t  ( o r  o x i d a t i o n  s t a t e )  o f  s u r f a c e  s p e c i e s .  T h e  p r e c i s e  E B  o f  t h e  c o r e  l e v e l s  o f  a n  
a t o m  o r  m o l e c u l e  w i l l  d e p e n d  g r e a t l y  t o  t h e  s p e c i e s  t o  w h i c h  i t  i s  b o n d e d .  C h a r g e  t r a n s f e r  
m a y  l e a v e  a t o m s  w i t h  p a r t i a l  p o s i t i v e  ( o r  n e g a t i v e )  c h a r g e s ,  l e a d i n g  t o  a  s h i f t  i n  c o r e  l e v e l s  t o  
h i g h e r  ( o r  l o w e r )  b i n d i n g  e n e r g i e s  a s s o c i a t e d  w i t h  i n c r e a s e d  ( o r  d e c r e a s e d )  C o u l o m b i c  
a t t r a c t i o n  b e t w e e n  c o r e  e l e c t r o n s  a n d  t h e  n u c l e u s .  H e n c e ,  a t o m s  i n  a  h i g h  f O l l n a l  o x i d a t i o n  
s t a t e  w i l l  y i e l d  X P S  p e a k s  a t  h i g h  b i n d i n g  e n e r g y  r e l a t i v e  t o  t h e  s a m e  a t o m  i n  a  l o w  o x i d a t i o n  
s t a t e .  T h e  m a g n i t u d e  o f  t h i s  s o  c a l l e d  ' c h e m i c a l  s h i f t '  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  l o c a l  e n v i r o n m e n t  
s u r r o u n d i n g  t h e  a t o m  i n  a n d  i n  s o m e  c a s e s  b e  a s  l a r g e  a s  1 0  e V .  
I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  X P S  d e t e c t s  o n l y  t h o s e  e l e c t r o n s  t h a t  h a v e  b e e n  e m i t t e d  f r o m  
w i t h i n  t h e  t o p  1 0 - 1 2  o m  o f  t h e  m a t e r i a l .  T h e  p h o t o n s  e m i t t e d  f r o m  t h e  x - r a y s  a r e  a b l e  t o  
p e n e t r a t e  i n  t h e  o r d e r  o f  1 - 1 0  I l m  i n  t o  a  s o l i d ,  h o w e v e r  a l l  o f  t h e  d e e p e r  p h o t o - e m i t t e d  
e l e c t r o n s  a r e  e i t h e r  r e c a p t u r e d  o r  t r a p p e d  i n  v a r i o u s  e x c i t e d  s t a t e s  w i t h i n  t h e  m a t e r i a l  [ 4 0 5 ] .  
T h e  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  s u r f a c e s  i n  t h i s  s t u d y  w a s  i n v e s t i g a t e d  w i t h  X P S  u s i n g  a  
S A G E  1 5 0  s y s t e m .  T h i s  s y s t e m  w a s  u s e d  t o  e x a m i n e  t h e  s u r f a c e  o f  c p T i  w i t h  a  n a t u r a l  o x i d e  
l a y e r  a n d  D L C  s a m p l e s .  
3 . 4 . 3 .  X - R A Y  D I F F R A C T I O N  
D i f f r a c t i o n  o c c u r s  w h e n  a  w a v e  e n c o u n t e r s  a  s e r i e s  o f  r e g u l a r l y  s p a c e d  o b s t a c l e s  t h a t  a r e  
c a p a b l e  o f  s c a t t e r i n g  t h e  w a v e ,  a n d  h a v e  s p a c i n g  t h a t  i s  c o m p a r a b l e  i n  m a g n i t u d e  t o  t h e  
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w a v e l e n g t h .  F u r t h e l l D o r e ,  d i f f r a c t i o n  i s  a  c o n s e q u e n c e  o f  s p e c i f i c  p b a s e  r e l a t i o n s b i p s  
e s t a b l i s b e d  b e t w e e n  t w o  o r  m o r e  w a v e s  t h a t  h a v e  b e e n  s c a t t e r e d  b y  t h e  o b s t a c l e s .  
X - r a y s  a r e  a  f o r m  o f  e l e c t r o m a g n e t i c  r a d i a t i o n  t h a t  b a s  b i g b  e n e r g i e s  a n d  s b o r t  w a v e l e n g t b s  -
w a v e l e n g t b s  o n  t b e  o r d e r  o f  t b e  a t o m i c  s p a c i n g  f o r  s o l i d s .  W h e n  t b e  b e a m  o f  x - r a y s  s t r i k e s  a  
s o l i d  m a t e r i a l ,  a  p o r t i o n  o f  t h i s  b e a m  i s  s c a t t e r e d  i n  a l l  d i r e c t i o n  b y  t h e  e l e c t r o n s  a s s o c i a t e d  
w i t b  t h e  a t o m .  
T b e  d i t I r a c t o m e t e r  i s  a n  a p p a r a t u s  u s e d  t o  d e t e l l u i n e  t b e  a n g l e s  a t  w b i c h  d i t I r a c t i o n  o c c u r s .  A  
g e n e r a l  s e t u p  o f  a  d i t I r a c t o m e t e r  i s  s b o w n  i n  F i g u r e  6 0 .  A  s p e c i m e n  S  i n  t h e  f o n n  o f  a  f l a t  
p l a t e  i s  s u p p o r t e d  s o  t h a t  r o t a t i o n s  a b o u t  t h e  a x i s  l a b e l l e d  0  a r e  p o s s i b l e ;  t h i s  a x i s  i s  
p e r p e n d i c u l a r  t o  t h e  p l a n e  o f  t b e  p a g e .  T h e  x - r a y  b e a m  i s  g e n e r a t e d  a t  T ,  a n d  t h e  i n t e n s i t i e s  
o f  d i f f r a c t e d  b e a m s  a r e  d e t e c t e d  w i t h  a  c o u n t e r  l a b e l l e d  C  i n  F i g u r e  6 0 .  T h e  c o u n t e r  i s  
m o u n t e d  o n  a  m o v a b l e  c a r r i a g e .  T h e  c a n i a g e  a n d  s p e c i m e n  a r e  r o t a t e d  m a i n t a i n i n g  t h e  
i n c i d e n t  a n d  r e f l e c t i o n  a n g l e s  a t  8  a n d  2 8 .  A s  t h e  c o u n t e r  m o v e s  a t  c o n s t a n t  a n g u l a r  v e l o c i t y ,  
a  r e c o r d e r  a u t o m a t i c a l l y  p l o t s  t h e  d i f f r a c t e d  b e a m  i n t e n s i t y  a s  a  f u n c t i o n  o f  2 8  ( d i t I r a c t i o n  
a n g l e ) .  
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F i g u r e  6 0 :  S c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  a n  x - r a y  d i f f r a c t o m e t e r  1 4 0 7 1 .  
T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  t i t a n i u m  o x . i d e  s u r f a c e s  w e r e  e v a l u a t e d  u s i n g  t b e  P h i l l i p s  P W  1 8 3 0  x - r a y  
d i f f r a c t i o n .  X - r a y s  f r o m  t b e  C u  t u b e  ( K u , )  a r e  p r o j e c t e d  o n t o  a  s a m p l e  a t  a  d e s i r e d  a n g l e  8 .  
C o p p e r  K u ,  r a d i a t i o n  w a s  u s e d  a t  a n  a c c e l e r a t i n g  v o l t a g e  o f  5 0  k V .  T o  m a k e  c e r t a i n  o f  t h e  
p o s i t i o n  o f  t h e  p e a k ,  t h e  e n t r a n c e  a n d  e x i t  s l i t s  w e r e  s e t  a t  1 °  a n d  0 . 2 ° ,  r e s p e c t i v e l y .  E a c b  
s a m p l e  w a s  s c a n n e d  o v e r  a  k n o w n  r a n g e  o f  a n g l e s  f o r  e a c b  o x i d e  p h a s e .  R u t i l e  p e a k s  w e r e  
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i d e n t i f i e d  w i t h  s c a n s  b e t w e e n  2 3 °  a n d  4 0 °  a t  s t e p  a n g l e s  o f  0 . 1 " '  A n a t a s e  p e a k s  w e r e  s c a n n e d  
o v e r  a  r a n g e  o f  a n g l e s  b e t w e e n  2 2 °  a n d  3 0 °  a t  s t e p  a n g l e s  o f  0 . 0 8 ° .  A l l  m e a s u r e m e n t s  w e r e  
p e r f o r m e d  w i t h  t h e  s a m p l e  r o t a t i n g .  
3 . 4 . 4 .  S U R F A C E  P R O F I L O M E T R Y  
F i g u r e  6 1 :  ( a )  D e k t a k  3 0 3 0  S u r f a c e  p r o f i l o m e t e r  ( b )  T i p  a n d  c a m e r a  s e t u p .  
C o a t i n g  t h i c k n e s s  w a s  d e t e r m i n e d  w i t h  t h e  u s e  o f  t h e  D E K T A K  3 0 3 0  s u r f a c e  p r o f i l o m e t e r .  
T h e  D E K T  A K  3 0 3 0  S u r f a c e  P r o f i l e r  i s  a n  a d v a n c e d  s u r f a c e  p r o f i l e  m e a s u r i n g  s y s t e m ,  w h i c h  
a c c u r a t e l y  m e a s u r e s  v e r t i c a l  f e a t u r e s  r a n g i n g  i n  h e i g h t  f r o m  1 3 1  ~m t o  5 0  A n g s t r o m s  o n  a  
w i d e  v a r i e t y  o f  s u b s t r a t e  s u r f a c e s .  
S a m p l e s  a r e  m e a s u r e d  
•  
m o v l l l g  b y  
t h e m  
e l e c t r o m e c h a n i c a l l y  b e n e a t h  a  1 2 . 5  ~m r a d i u s  d i a m o n d  t i p p e d  s t y l u s .  T h e  s t y l u s  i s  
m e c h a n i c a l l y  c o u p l e d  t o  t h e  c o r e  o f  a  l i n e a r  v e r t i c a l  d i f f e r e n t i a l  t r a n s f o r  m e r .  A s  t h e  s t a g e  
m o v e s ,  t h e  t i p  t r a v e r s e s  t h e  s a m p l e  s u r f a c e  a t  a  u s e r  s e t  p a r a m e t e r s :  f o r c e  ( 0 . 4  r u N ) ,  l o w  
s p e e d  a n d  a  s c a n  r a n g e  o f  2 5 0  ~m. T i p  m o v e m e n t  g e n e r a t e s  a n  a n a l o g u e  s i g n a l  v i a  t h e  
L  V D T ,  w h i c h  i s  c o n v e r t e d  t o  a  d i g i t a l  s i g n a l  f o r l l 1 a t  t h r o u g h  a  h i g h  p r e c i s i o n ,  i n t e g r a t i n g  
a n a l o g u e  t o  d i g i t a l  c o n v e r t e r .  T e s t  s a m p l e s  w e r e  u s e d  w i t h  c o a t i n g s  a p p l i e d  t o  o n l y  a  p o r t i o n  
o f  t h e  s a m p l e  a n d  a n a l y s e d  b y  g e n e r a t i n g  a  s t e p  p r o f i l e  o f  t h e  u n c o a t e d  t o  c o a t e d  r e g i o n s .  
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3 . 4 . 5 .  S C A N N I N G  E L E C T R O N  M I C R O S C O P Y  
T w o  t e c h n i q u e s  w e r e  u s e d  t o  d e t e a n i n e  c o a t i n g  c o v e r a g e  w i t h i n  t h e  g r o o v e s .  
3 . 4 . 5 . 1 .  F O C U S E D  I O N  B E A M  
T h e  f o c u s e d  i o n  b e a m  ( F I B )  m i c r o s c o p e  o p e r a t e s  a l o n g  t h e  s a m e  p r i n c i p l e  a s  t h e  S E M ,  i n  
t h a t  a  b e a m  o f  c h a r g e d  p a r t i c l e s  i s  r a s t e r e d  a c r o s s  a  s p e c i m e n ,  a n d  t h e  r e s u l t a n t  s i g n a l  a t  e a c h  
r a s t e r  p o s i t i o n  a r e  p l o t t e d  t o  f o a n  a n  i m a g e .  H o w e v e r ,  i n  F I B  t h e  c h a r g e d  p a r t i c l e  b e a m  
c o n s i s t s  n o t  o f  e l e c t r o n s ,  b u t  r a t h e r  o f  i o n s ,  w h i c h  a r e  t y p i c a l l y  p o s i t i v e l y  c h a r g e d .  F I B  
s y s t e m s  h a v e  h i g h - b r i g h t n e s s  i o n  s o u r c e s  c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  h i g h  c u r r e n t  d e n s i t y  b e a m s  
s u i t a b l e  f o r  i n - s i t u  s e c t i o n i n g .  
A  f o c u s e d  i o n  b e a m  ( F I B )  w a s  u t i l i s e d  t o  r e m o v e  a  t h i n  s e c t i o n  o f  a  c p T i  s a m p l e  w h i c h  c o u l d  
t h e n  b e  i m a g e d  a t  a  h i g h  t i l t  a n g l e  ( 4 5 ° )  u s i n g  S E M .  T h e  t e s t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  
m i n i m u m  a v a i l a b l e  p a t t e r n  s t r u c t u r e .  T h i s  s y s t e m  w a s  a l s o  u s e d  f o r  D L C  c o a t e d  s a m p l e s ;  
h o w e v e r  t h e  c o n t r a s t  a v a i l a b l e  i n  t h e  s y s t e m  w a s  n o t  e n o u g h  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t h e  D L C  
a n d  s i l i c o n  ( S i )  l a y e r s .  
3 . 4 . 5 . 2 .  B A C K  S C A T T E R E D  E L E C T R O N  I M A G I N G  
D L C  c o a t e d  s a m p l e s  w e r e  f r a c t u r e d  a n d  v i e w e d  u n d e r  S E M  u s i n g  b a c k s c a t t e r e d  e l e c t r o n  
( B S E )  i m a g i n g  o n  a  P h i l i p s  X L 3 0  S E M .  I n  a  s c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s y s t e m ,  a n  
e l e c t r o n  b e a m  i s  f o c u s e d  o n  t o  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  s p e c i m e n  a n d  s c a n n e d  a c r o s s  a  s m a l l  
r e c t a n g u l a r  a r e a .  T h e  b e a m  i n t e r a c t s  w i t h  t h e  a t o m s  i n  t h e  s a m p l e  a n d  g e n e r a t e s  a  r a n g e  o f  
s i g n a l s  ( r e f e r  F i g u r e  6 2 ) .  S o m e  e l e c t r o n s  w i l l  i n t e r a c t  w i t h  t h e  n u c l e u s  o f  t h e  a t o m .  T h e  
n e g a t i v e l y - c h a r g e d  e l e c t r o n  w i l l  b e  a t t r a c t e d  t o  t h e  p o s i t i v e  n u c l e u s  b u t  i f  t h e  a n g l e  i s  j u s t  
r i g h t  i n s t e a d  o f  b e i n g  c a p t u r e d  b y  t h e  " g r a v i t a t i o n a l  p u l l "  o f  t h e  n u c l e u s  i t  w i l l  c i r c l e  t h e  
n u c l e u s  a n d  e x i t  o u t  o f  t h e  s a m p l e  ( r e f e r  F i g u r e  6 3 )  w i t h o u t  s l o w i n g  d o w n .  T h e s e  e l e c t r o n s  
a r e  c a l l e d  b a c k s c a t t e r e d  e l e c t r o n s  b e c a u s e  t h e y  c o m e  b a c k  o u t  o f  t h e  s a m p l e .  A  d e t e c t o r  i s  
p l a c e d  i n  t h e  p a t h  o f  t h e s e  e l e c t r o n s .  W h e n  t h e y  h i t  t h e  d e t e c t o r  a  s i g n a l  i s  p r o d u c e d  w h i c h  i s  
u s e d  t o  f o a n  a n  i m a g e .  A l l  t h e  e l e m e n t s  h a v e  d i f f e r e n t  s i z e d  n u c l e i .  A s  t h e  s i z e  o f  t h e  a t o m  
n u c l e u s  i n c r e a s e s ,  t h e  n u m b e r  o f  B S E  i n c r e a s e s .  T h u s ,  B S E  c a n  b e  u s e d  t o  g e n e r a t e  a n  i m a g e  
t h a t  w o u l d  r e v e a l  t h e  d i f f e r e n t  e l e m e n t s  p r e s e n t  i n  a  s a m p l e  [ 4 0 8 ] .  
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S e c o o d a r y  E l e w o n s  
C h a r a C l e r i s t i c  
B r e m s s t r a h l l U l &  X · r a y s  
S p e c i m e n  C U l T C D \  
P r i m a J } '  ( l e a n t  
c a ! h o d o ( u m i n e s c r n c < :  
( l  i g h l )  
B a c k s c a r t e r e d  e l e c ! , . ;" "  
A u g e t  e l e c t r o n s  
F i g u r e  6 2 :  S i g n a l s  g e n e r a t e d  b y  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  e l e c t r o n  b e a m  a n d  t h e  s a m p l e  1 4 0 8 1 ,  
B e a n )  
r - E l e c t r o n s  
F i g u r e  6 3 :  P r o d u c t i o n  o f  b a c k s c a t t e r e d  e l e c t r o n s  1 4 0 9 1 .  
3 . 4 . 6 .  C O N T A C T  A N G L E  A N D  S U R F A C E  E N E R G Y  
T h e  c o n t a c t  a n g l e  ( C A )  m e a s u r e m e n t  m e t h o d  w a s  u s e d  t o  d e t e l m i n e  t h e  s u r f a c e  e n e r g y  o f  
s o l i d  p h a s e s .  T h i s  i s  a  v e r y  s e n s i t i v e  m e t h o d  t o  i n v e s t i g a t e  i n t e r f a c i a l  p h e n o m e n a  ( s u r f a c e  
c h e m i s t r y ) .  T h e  s u r f a c e  e n e r g i e s  c r ,  o f  s o l i d s  w e r e  d e t e l l l l i n e d  b y  t h e  s e s s i l e  d r o p  m e t h o d  
w i t h  t h e  a i d  o f  t e s t  f l u i d s  w h o s e  s u r f a c e  e n e r g y  c r i  i s  k n o w n .  T h i s  m e a s u r i n g  t e c h n i q u e  i s  
b a s e d  o n  Y o u n g ' s  e q u a t i o n ,  w h i c h  d e s c r i b e s  t h e  e q u i l i b r i u m  o f  f o r c e s  o f  t h e  s u p e r f i c i a l  
t e n s i o n s  a t  t h e  t h r e e - p h a s e  p o i n t  ( r e f e r  F i g u r e  6 4 ) .  
c r ,  =  c r
s
/  +  c r / . c o s 6  
w h e r e  t h e  s u b s c r i p t s  S ,  L ,  r e f e r  t o  s o l i d  a n d  l i q u i d ,  r e s p e c t i v e l y  a n d  6  i s  t h e  c o n t a c t  a n g l e .  
1 5 5  
v a p o u r  ( v )  
( 1 ,  
o  
l I Q u i d  ( I ,  
( 1  
• •  •  
( 1 ,  c o s 9  
F i g u r e  6 4 :  D e s c r i p t i o n  o f  a  w e t t i n g  s t a t e  1 4 1 0 1 .  
T h e  c o n t a c t  a n g l e  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  f o r c e  o f  g r a v i t a t i o n  u p  t o  a  d r o p l e t  d i a m e t e r  o f  6  m m  
[ 4 1 0 ] .  T h e  C A  i n  t h i s  s t u d y  w a s  m e a s u r e d  r e p e a t e d l y  5  t i m e s  a t  f r e s h l y - w e t t e d  p o i n t s  o n  t h e  
s u r f a c e  u s i n g  t h e  R a m e h a r t  l m a g i n g  s y s t e m  ( R a m e b a r t ,  N e w  J e r s e y ,  U S A ) .  T w o  f l u i d s  
D e i o n i s e d  ( D I )  w a t e r  a n d  G l y c e r o l  ( G l y ) ,  w i t h  p o l a r  a n d  d i s p e r s i v e  t e n d e n c i e s ,  r e s p e c t i v e l y ,  
w e r e  c h o s e n  f o r  t h e  e x p e r i m e n t .  T b e  s p e c i m e n s  w e r e  c l e a n e d  w i t b  a c e t o n e  a n d  r i n s e d  w i t h  
7 0 %  e t h a n o l  a n d  d r i e d  b e t w e e n  i n d i v i d u a l  m e a s u r e m e n t s .  A  3  i l L  d r o p l e t  o f  D V G l y  w a s  
p l a c e d  o n t o  t h e  s u r f a c e  a n d  p b o t o g r a p b e d  u s i n g  a  h i g h  r e s o l u t i o n  c a m e r a  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  
t h e  R a m e h a r t  p r o g r a m  w h e r e  t h e  a n g l e  b e t w e e n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  s u b s t r a t e  a n d  t h e  d r o p l e t  
w a s  m e a s u r e d .  T h e  s u r f a c e  e n e r g y  w a s  c a l c u l a t e d  b y  t h e  g e o m e t r i c  m e t h o d  w i t h  t h e  r e s u l t s  
f r o m  t h e  t w o  s e t s  o f  c o n t a c t  a n g l e  m e a s u r e m e n t s .  T e s t s  w e r e  c o n d u c t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  
( 2 3 ° )  a t  a  r e l a t i v e  h u m i d i t y  o f 2 8 %  ( T h e l l l l o - H y g r o ) .  
T h e  v e r y  p r e c i s e  s u r f a c e  s t r u c t u r e s  t e s t e d  w i t h i n  t h i s  t h e s i s  c o u l d  p o s s i b l y  i n f l u e n c e  t h e  
s u r f a c e  t e n s i o n  o f  t h e  d r o p l e t  h o w e v e r  a s  t h e s e  r e s u l t s  a r e  o b t a i n e d  f o r  t h e  p u r p o s e s  o f  
c o m p a r i s o n  t h e  v a r i a t i o n  i n  r e s u l t s  w o u l d  b e  s t a n d a r d i s e d .  A l s o ,  t h e  m e t h o d  i n  w h i c h  t h e  
s u r f a c e  t o p o g r a p h y  i n f l u e n c e s  t h e  w a t e r  d r o p l e t  w o u l d  b e  e s s e n t i a l l y  t h e  s a m e  a s  i t s  i n f l u e n c e  
o n  c e l l u l a r  s u s p e n s i o n s .  
T h e r e  w a s  n o  b e t t e r  t e c h n i q u e  t h a n  t h e  s e s s i l e  d r o p  m e t h o d  f o r  t h e  p u r p o s e s  o f  t h i s  s t u d y  a n d  
w h i l e  b e i n g  m i n d f u l  o f  i t s  l i m i t a t i o n s ,  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  o t h e r  p u b l i s h e d  a r t i c l e s  h a v e  
u t i l i s e d  t h i s  m e t h o d  t o  d e t e l l n i n e  c o n t a c t  a n g l e  a n d  s u r f a c e  e n e r g y  o n  m i c r o t e x t u r e d  s u r f a c e s ,  
w h i c h  v a l i d a t e s  t h i s  a p p r o a c h  [ 4 1 1 - 4 1 3 ] .  
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3 . 5 .  C E L L  C U L T U R E  
T E S T :  O G Y  
C E l l  M O R P H O L  
- 2 %  G l u t a r a l d e h y d e  
E V ' E C  I  E D O U T C O I I E S :  
- C e U u l a r " " K M p h o l o y y  
- R o u h d ! d  o r  n a t t e n e d  s t n . . d J ; , r e  
- C o n t a c t  g u i d a n c e  
T E S T :  
C F I I  P R O U F E R A T l O N  
O U T C O M E S :  
T E S T :  
C F I  I  N U M R E R J V I 6 B 1 l l T Y  
K E Y _  
- 0 . 2 %  T r y p s i n  
- T r y p a n  B t u e  
E U ' E C T F D  O U T C O M E S :  
- G e n e ; . 1  h e a l t h  o f c e l l s  
- O e n s i t y o l c e l l s  
- T o t a l  n u m b e r o l c e l l s p e r s a n . , 1 e  
T E S T :  E R E N T l A T l O N  
C E l l  O F F  
F i g u r e  6 5 :  O u t l i n e  o f  c e l l  c u l t u r e  e x p e r i m e n t s  a n d  e x p e c t e d  o u t c o m e s .  
T E S T :  
C F I  I  A D H E S I O N  
-
E D T "  
- T r y p a n  B l u e  
E X P E C T E D  O U T C O M E S :  
T E S T :  
T O T A l .  P R O T E I N  C O N T E N T  
- B;";nchon~ic . . .  c i d  A s s a y  ( B C A )  
- O . 1 % T i j t D n  
-""~rSuIfaIe 
- B o v i n e  S e n n A l b u m i n  
A l l  s p e c i m e n s  w e r e  s t e r i l i z e d  i n  7 0  %  e t h a n o l  f o r  3 0  m i n u t e s  a n d  e x p o s e d  t o  U V  l i g h t  p r i o r  
t o  b e i n g  i n t r o d u c e d  i n t o  1 5  m m  d i a m e t e r  m u l t i - w e l l  p l a s t i c  d i s h e s .  M G 6 3  O s t e o b l a s t - l i k e  
c e l l s ,  o r i g i n a l l y  d e r i v e d  f r o m  o s t e o s a r c o m a  a f f e c t e d  b o n e  w e r e  s e e d e d  o n t o  t h e  s p e c i m e n s  
a l o n g  w i t h  D u l b e c c o ' s  M o d i f i e d  E a g l e  M e d i u m  ( D M E M )  c o n t a i n i n g  c a l c i u m  ( C a 2 + ) ,  
s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0 %  f o e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( F B S ) .  T h e  c e l l s  w e r e  s e e d e d  a t  a  d e n s i t y  o f  
2 0 , 0 0 0  c e l l s / w e l l  f o r  c e l l  m o r p h o l o g y  s t u d i e s  a n d  7 0 , 0 0 0  c e l l s / w e l l  f o r  a l l  o t h e r  s t u d i e s ,  a n d  
i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  i n  a  h u m i d i f i e d  a t m o s p h e r e  o f  9 5 %  a i r  a n d  5 %  c a r b o n  d i o x i d e .  C u l t u r e s  
w e r e  c o n d u c t e d  o v e r  a  3  d a y  p e r i o d .  
3 . 5 . 1 .  C E L L  M O R P H O L O G Y  
T h e  c e l l  l a y e r s  w e r e  r i n s e d  w i t h  p r e - w a l l n e d  P h o s p h a t e  B u f f e r e d  S a l i n e  ( P B S )  s o l u t i o n  a n d  
f i x e d  u s i n g  2 %  g l u t a r a l d e h y d e  i n  P B S .  C e l l s  w e r e  k e p t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  I  h r  a n d  t h e n  
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s t o r e d  a t  4  ° C  f o r  2 4  h r s .  T h e  f o l l o w i n g  d a y ,  e x c e s s  g l u t a r a l d e h y d e  s o l u t i o n  w a s  r e m o v e d  a n d  
c e l l s  r i n s e d  o n c e  m o r e  i n  P B S  b e f o r e  b e i n g  d e h y d r a t e d  p r o g r e s s i v e l y  i n  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  e t h a n o l  b a t h s  ( 5 0 ,  7 0 ,  8 0 .  9 0 ,  9 5 ,  a n d  1 0 0  % ,  1 0  m i n u t e s  i n  e a c h  b a t h ) .  T h e  s a m p l e s  w e r e  
d r i e d  a n d  g o l d  s p u t t e r  c o a t e d  f o r  S E M  a n a l y s i s .  A  P h i l i p s  X L 3 0  S E M  w a s  u s e d  a t  h i g h  
v a c u u m  a n d  l o w  v o l t a g e  t o  a n a l y s e  t h e  s a m p l e s .  T h e  c e l l  m o r p h o l o g y  w o u l d  i n d i c a t e  t h e  
h e a l t h  o f  t h e  c e l l  a n d  h o w  w e l l  i t  r e s p o n d s  t o  t h e  c h e m i s t r y  a n d  t o p o g r a p h y  o f  t h e  u n d e r l y i n g  
s u b s t r a t e .  
3 . 5 . 2 .  C E L L  V I A B I L I T Y  
C e l l  v i a b i l i t y  o r  c e l l  c o u n t  a s s e s s e s  t h e  n u m b e r  o f  h e a l t h y  c e l l s  i n  a  s a m p l e .  W h e t h e r  t h e  c e l l s  
a r e  a c t i v e l y  d i v i d i n g  o r  a r e  q u i e s c e n t  i s  n o t  d i s t i n g u i s h e d .  T h e  c e l l s  w e r e  r i n s e d  w i t h  P B S  
s o l u t i o n  a n d  t h e n  t r y p s i n i s e d  ( w i t h  4 0 0  i l L  o f  0 . 2 %  T r y p s i n )  f o r  9  m i n u t e s  a t  3 7 ° C .  O n c e  a l l  
c e l l s  w e r e  d e t a c h e d  f r o m  t h e  s u r f a c e ,  t h e  s o l u t i o n  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  5 0  i l L  o f  F B S  a n d  
t h e n  s t a i n e d  u s i n g  2 0 0  i l L  o f  T r y p a n  B l u e .  T h e  s o l u t i o n  w a s  f l u s h e d  s e v e r a l  t i m e s  t o  s u s p e n d  
c e l l s  e v e n l y  b e f o r e  p i p e t t i n g  1 0  i l L  i n t o  a  h a e m o c y t o m e t e r  f o r  c e l l  c o u n t i n g  u n d e r  a  l i g h t  
m i c r o s c o p e .  T h e  u s e  o f  t r y p s i n  w i l l  e n s u r e  t h a t  a l l  h e a l t h y  c e l l s  a r e  d e t a c h e d  f r o m  t h e  
s u b s t r a t e  s u r f a c e s ,  t h u s  g i v i n g  a  t o t a l  c e l l  c o u n t .  
3 . 5 . 3 .  C E L L  A  T T  A C H M E N T  
T h e  c e l l s  w e r e  o n c e  a g a i n  r i n s e d  w i t h  p r e - w a r m e d  P B S .  E t h y l e n e  D i a m i n e  T e t r a  a c e t i c  A c i d  
( E D T  A )  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 2  %  w a s  p i p e t t e d  i n t o  t h e  w e l l s  a n d  p l a c e d  i n  t h e  i n c u b a t o r  a t  
3 7 ° C  f o r  3  m i n u t e s .  T h i s  l o w  s t r e n g t h  a c i d  w a s  u s e d  t o  d e t a c h  a  s m a l l  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  
f r o m  t h e  s u b s t r a t e .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  d e t a c h e d  v a r i e d  b a s e d  o n  t h e  a d h e s i o n  s t r e n g t h  o f  
t h e  c e l l s ,  w h i c h  w a s  d e p e n d e n t  o n  t h e  s u r f a c e  c h e m i s t r y  a n d  t o p o g r a p h y  o f  t h e  s u b s t r a t e .  T h e  
s o l u t i o n  w a s  t h e n  n e u t r a l i z e d  w i t h  D M E M  c o n t a i n i n g  C a
2
+ ,  s t a i n e d  w i t h  T r y p a n  B l u e  a n d  
c o u n t e d  u s i n g  a  h a e m o c y t o m e t e r .  T h e  w e l l s  w e r e  w a s h e d  o n c e  m o r e  w i t h  P B S  a n d  
T r y p s i n i s e d  i n  o r d e r  t o  r e m o v e  a l l  r e m a i n i n g  c e l l s .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  a t t a c h e d  c e l l s  w a s  
c a l c u l a t e d  b y  d i v i d i n g  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  r e m o v e d  b y  T r y p s i n  o v e r  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  c e l l s  
r e m o v e d  b y  b o t h  T r y p s i n  a n d  E D T A ,  t h e n  m u l t i p l y i n g  i t  b y  1 0 0 .  
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3 . 5 . 4 .  C E L L  P R O L I F E R A T I O N  
C e l l  p r o l i f e r a t i o n  i s  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  t h a t  a r e  d i v i d i n g  i n  a  c u l t u r e .  
T h i s  i s  e v a l u a t e d  b y  i n t r o d u c i n g  a  r a d i o a c t i v e  m a r k e r  d u r i n g  t h e  c u l t u r i n g  p r o c e s s .  
R a d i o a c t i v e  [ 3 H ]  T h y m i d i n e  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 5  I l C i / m L  w a s  u t i l i s e d  a s  a  m a r k e r  f o r  
c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  A  s m a l l  a m o u n t  o f  t h i s  ( 0 . 5  i l L )  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  2 4  h o u r s  
p r i o r  t o  t h e  e n d  o f  t h e  c u l t u r e  p e r i o d .  T h e  c e l l  c u l t u r e  p l a t e  w a s  p l a c e d  i n  t h e  i n c u b a t o r  f o r  2 4  
h r s  t o  a l l o w  c e l l s  t o  a b s o r b  t h e  T h y m i d i n e  i n t o  i t s  D N A  a n d  p r o l i f e r a t e .  A  H O T  s a m p l e  ( t h i s  
i s  a  s a m p l e  w i t h  a  m a x i m u m  b e t a  c o u n t ,  c r e a t e d  a s  a  c o n t r o l )  w a s  c r e a t e d  w i t h  0 . 5  i l L  o f  
T h y m i d i n e  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  m a x i m u m  r a d i o a c t i v i t y .  
C e l l s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  c o l d  P B S  a t  5  m i n u t e  i n t e r v a l s .  I n  o r d e r  t o  d i s r u p t  t h e  c e l l  
m e m b r a n e s  a n d  r e l e a s e  t h e  T h y m i d i n e ,  7 0 0  i l L  o f  1  M  s o d i u m  h y d r o x i d e  ( N a O H )  w a s  
i n t r o d u c e d  i n t o  e a c h  w e l l ,  g e n t l y  s h a k e n  a n d  l e f t  t o  i n c u b a t e  f o r  2  h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
T h i s  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  7 0 0  i l L  o f  1  M  h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( H C I ) .  A l i q u o t s  o f  8 0 0  i l L  w a s  
t a k e n  f r o m  e a c h  w e l l  a n d  p l a c e d  i n t o  6 m L  s c i n t i l l a t i o n  v i a l s  a l o n g  w i t h  3  m L  o f  s c i n t i l l a t i o n  
f l u i d .  A  v i a l  c o n t a i n i n g  o n l y  3  m L  o f  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  w a s  c r e a t e d  a s  a  B L A N K .  A l l  v i a l s  
w e r e  v o r t e x e d  a n d  p l a c e d  i n  a  p - r a d i a t i o n  c o u n t e r  f o r  a n a l y s i s .  R e s u l t s  w e r e  r e p o r t e d  a s  a  
p e r c e n t a g e  o f  t h e  t i s s u e  c u l t u r e  p l a s t i c  ( T C P )  c o n t r o l .  
3 . 5 . 5 .  T O T A L  P R O T E I N  C O N T E N T  
T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  p r e s e n t  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  a  b i c i n c h o n i n i c  a c i d  a s s a y  ( B C A ) .  
A  l y s i s  b u f f e r  o f  0 . 1  %  T r i t o n  i n  P B S  i s  p r e p a r e d  a l o n g  w i t h  a  w o r k i n g  r e a g e n t  o f  5 0  p a r t s  
R e a g e n t  A  ( w h i c h  c o n t a i n s  s o d i u m  c a r b o n a t e ,  s o d i u m  b i c a r b o n a t e ,  B C A  d e t e c t i o n  r e a g e n t  
a n d  s o d i u m  t a r t r a t e  i n  0 . 2  M  N a O H )  i n  1  p a r t  R e a g e n t  B  ( 4 %  C o p p e r  S u l p h a t e  s o l u t i o n ) .  
A l s o  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A )  s t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  t o  6  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  ( 2 ,  
1 , 0 . 5 , 0 . 2 5 , 0 . 1 2 5  a n d  0 . 0 6 2 5  m g / m L ) .  
M e d i a  w a s  r e m o v e d  f r o m  a l l  w e l l s  a n d  c e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  P B S  w a r m e d  t o  3 7 ° C .  
T h e  p h o s p h a t e  b u f f e r  s o l u t i o n  w a s  t h o r o u g h l y  d r a i n e d  f r o m  t h e  w e l l s  a n d  2 0 0  i l L  o f  l y s i s  
b u f f e r  w a s  a d d e d  p e r  s a m p l e  w e l l .  I t  w a s  l e f t  f o r  5  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t o  l y s e  c e l l s .  
T h e  s o l u t i o n  f r o m  t h e  w e l l s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  s e p a r a t e  e p i n d o r f f  t u b e s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  
2 0 0 0  r p m  f o r  5  m i n s .  
1 5 9  
O n  9 6 - w e l l  p l a t e s ,  1 0  i l L  o f  e a c h  s t a n d a r d  w a s  p i p e t t e d  i n  t r i p l i c a t e .  O n e  t r i p l i c a t e  o f  0 . 1  %  
T r i t o n  w a s  p r e p a r e d  a s  b l a n k s .  S i m i l a r  t o  t h e  s t a n d a r d s ,  1 0  i l L  o f  e a c h  s a m p l e  w a s  p i p e t t e d  i n  
t r i p l i c a t e .  T o  e a c h  o f  t h e s e  w e l l s ,  2 0 0  i l L  o f  t h e  W o r k i n g  r e a g e n t  w a s  i n t r o d u c e d  a n d  f l u s h e d  
3  t i m e s  w i t h  t h e  p i p e t t e .  T h e  p l a t e  w a s  l e f t  t o  i n c u b a t e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  a b o u t  2 5  
m i n u t e s .  W h e n  t h e  2 m g / m L  s t a n d a r d  w e l l  t u r n e d  a  d e e p  p u r p l e ,  t h e  p l a t e  w a s  p l a c e d  i n  a  
p l a t e  r e a d e r  s e t  t o  a n  a b s o r b a n c e  o f  5 6 0  n r n .  
I n  r e l a t i o n  t o  p r o t e i n  a d s o r p t i o n  i s s u e s  i n  g e n e r a l ,  t h i s  s t u d y  w a s  n o t  a n  i n v e s t i g a t i o n  i n t o  
p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s .  P r o t e i n  a t t a c h m e n t  w a s  s t a n d a r d i s e d  t h r o u g h o u t  a l l  t e s t s  b y  t h e  u s e  o f  
f o e t a l  b o v i n e  s e r u m  w h i c h  p o s s e s s e d  a  s i m i l a r  c o l l e c t i o n  o f  p r o t e i n s  t o  t h o s e  f o u n d  w i t h i n  
h u m a n  b l o o d ,  a n d  t h e r e f o r e  p r o t e i n  a d s o r p t i o n  w a s  n o t  a n  e x p e r i m e n t a l  v a r i a b l e  i n  t h i s  s t u d y .  
T h i s  i s  t h e  s t a n d a r d  a p p r o a c h  t a k e n  b y  m o s t  i n  v i t r o  s t u d i e s .  
3 . 5 . 6 .  C E L L  D I F F E R E N T I A T I O N  
D i f f e r e n t i a t i o n  i n  o s t e o b l a s t s  i s  d e t e c t e d  b y  t h e  l e v e l s  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  A  
c o l o u r i m e t r i c  d e t e r m i n a t i o n  i s  m a d e  u s i n g  a n  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( A P )  r e a g e n t .  
C e l l s  w e r e  r i n s e d  3  t i m e s  w i t h  P B S  a t  5  m i n u t e  i n t e r v a l s .  W i t h  t h e  l a s t  r i n s e ,  t h e  w e l l s  w e r e  
d r a i n e d  c o m p l e t e l y  t o  m i n i m i z e  d i l u t i o n  o f  t h e  A P  r e a g e n t .  T o  e a c h  w e l l  5 0 0  i l L  o f  A P  
r e a g e n t  w a s  a d d e d  a n d  3  B L A N K S  w e r e  c r e a t e  w i t h  o n l y  A P  r e a g e n t .  T h e  c u l t u r e  p l a t e s  w e r e  
p l a c e d  i n  t h e  i n c u b a t o r  a t  3 7 ° C  u n t i l  a  y e l l o w  c o l o u r  c h a n g e  w a s  d e t e c t e d .  W e l l s  w e r e  t h e n  
n e u t r a l i z e d  w i t h  1 5 0  i l L  o f  I  M  N a O H  a n d  p l a c e d  o n  a  p l a t e  s h a k e r  f o r  5  m i n u t e s .  A l i q u o t s  
o f  2 0 0  i l L  w a s  t r a n s f e r r e d  i n t o  9 6 - w e l l  p l a t e s  a n d  p l a c e d  i n  a  p l a t e  r e a d e r  s e t  t o  a n  
a b s o r b a n c e  o f  4 0 5  n r n .  H i g h e r  r e a d i n g s  i n d i c a t e d  g r e a t e r  t e n d e n c i e s  t o  d i f f e r e n t i a t e .  
3 . 5 . 7 .  S T A T I S T I C A L  A N A L Y S I S  
S t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  r e s u l t s  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  a n  A N O V  A  ( O n e - w a y  A n a l y s i s  o f  
V a r i a n c e )  t e s t  w i t h  a  T u k e y - K r a m e r  M u l t i p l e  C o m p a r i s o n s  T e s t .  
1 6 0  
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4 . 1 .  S U R F A C E  C H A R A C T E R I Z A T I O N  
T h e  s i g n i f i c a n t  o u t c o m e s  o f  t h i s  s t u d y  i n v o l v e d  i n v e s t i g a t i n g  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  b o n e  c e l l s  
w i t h  v a r i o u s  b i o m a t e r i a l  s u r f a c e  c h e m i s t r i e s  a n d  t o p o g r a p h i e s .  A n a l y s i n g  t h e  s u r f a c e  
c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e s e  m a t e r i a l s  p r i o r  t o  i t s  i n t r o d u c t i o n  t o  c e l l  c u l t u r e  i s  a  v e r y  i m p o r t a n t  
f i r s t  s t e p .  
4 . 1 . 1 .  A T O M I C  F O R C E  M I C R O S C O P Y  
M i c r o l i t h o g r a p h i c a l  t e c h n i q u e s  w e r e  u s e d  t o  c a r e f u l l y  c o n s t r u c t  p a r t i c u l a r  s u r f a c e  
t o p o g r a p h i e s ,  b u t  u n t i l  t h e y  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  A F M  i t  w a s  n o t  p o s s i b l y  t o  d e t e l l n i n e  h o w  
w e l l  t h e  s u r f a c e s  w e r e  c o n s t r u c t e d .  
A F M  i m a g e s  w e r e  t a k e n  o f  t h e  v a r i o u s  s u r f a c e  t o p o g r a p h i e s  a n d  t h e  u n p a t t e m e d  c o n t r o l s .  
S c a n s  ( 2 0  I l m  x  2 0  I l m )  o f  t h e  c o n t r o l s  w e r e  t a k e n  b e f o r e  a n d  a f t e r  t h i n  f i l m  c o a t i n g  t o  
d e t e l l n i n e  a p p r o x i m a t e l y  t h e  r o u g h n e s s  o f  t h e  s i l i c o n  w a f e r s  a n d  t o  e s t a b l i s h  t h e  l e v e l  o f  
r o u g h n e s s  a d d e d  t h r o u g h  t h e  c o a t i n g  p r o c e s s .  
T a b l e  1 3  s h o w e d  t h a t  t h e  r o u g h n e s s  v a l u e s  o f  t h e  c o a t i n g s  a n d  t h e  s i l i c o n  w a f e r  w e r e  
n e g l i g i b l e  ( n a n o - m e t e r )  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  p a t t e m i n g  s c a l e  ( m i c r o - m e t e r )  h e n c e  i t  w a s  n o t  
c o n s i d e r e d  i n  t h e  p r o c e s s  o f  a n a l y s i n g  r e s u l t s .  
R O U G H N E S S  ( R , )  ( n m )  
S i  W a f e r  2 . 9  
e p  T i  C o a t i n g  
4 . 4  
D L C  C o a t i n g  
3 . 6  
T i O ,  C o a t i n g  4 . 2  
T a b l e  1 3 :  C o a t i n g  r o u g h n e s s  f o r  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l s .  
F i g u r e  6 6  a n d  F i g u r e  6 7  s h o w e d  t h e  g e n e r a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  v a r i o u s  s u r f a c e  t o p o g r a p h i e s .  
S c a n s  w e r e  c o n d u c t e d  i n  d i f f e r i n g  s c a l e s  a s  c e r t a i n  p a t t e r n s  r e q u i r e d  l o w e r / h i g h e r  i m a g e  
r e s o l u t i o n s .  T h e  s m a l l e r  2  I l m  g r o o v e s  w e r e  s c a n n e d  a t  2 0  I l m  x  2 0  I l m  w h i l e  t h e  l a r g e r  4 ,  8  
a n d  1 0  I l m  g r o o v e s  w e r e  s c a n n e d  a t  a  r a n g e  o f  5 0  I l m  x  5 0  I l m .  W i t h  t h e  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  
1 6 2  
s t r u c t u r e s ,  t h e  s m a l l e r  5  ! l m  s t r u c t u r e s  w e r e  s c a n n e d  a t  5 0  ! l m  x  5 0  I - l J l l  a n d  t h e  l a r g e r  1 5  ! l m  
s t r u c t u r e s  a t  1 0 0  ! l m  x  1 0 0  ! l m .  
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F i g u r e  6 6 :  A F M  i m a g e s  a n d  l i n e  s c a n s  o f  p a r a l l e l  g r o o v e d  s u r f a c e .  ( a )  2  I " m ,  ( b )  4 1 " m ,  ( c )  8  1 " D 1 ,  a n d  ( d )  
1 0 1 " m .  
T h e  2  a n d  4  ) . t m  g r o o v e s  d i s p l a y e d  a n g l e d  s i d e s  a c c o r d i n g  t o  t h e  A F M  i m a g e s .  T h e  l a r g e  
a s p e c t  r a t i o  o f  t h e s e  g r o o v e s  a p p e a r e d  t o  h a v e  i n h i b i t e d  t b e  t r i a n g u l a r  A F M  t i p  f r o m  p r o p e r l y  
1 6 3  
d e f m i n g  t h e  g r o o v e  c o r n e r s  h e n c e  c r e a t i n g  a n  a n g l e d  f a c e .  S i m i l a r  i s s u e s  w e r e  a p p a r e n t  w i t h  
t h e  s m a l l e r  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  s t r u c t u r e s .  
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F i g u r e  6 7 :  A F M  i m a g e s  a n d  l i n e  s c a n s  o f  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  s u r f a c e .  ( a )  5  ~m a n d  ( b )  1 5  ~m p i l l a r e d  
s u r f a c e s .  ( c )  5  ~m a n d  ( d )  I  5  ~ p i t t e d  s u r f a c e s .  
I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  A F M  c a n n o t  b e  u s e d  t o  c l e a r l y  c a l c u l a t e  g r o o v e  d e p t h .  G r o o v e  
d i m e n s i o n s  a r e  e x t r e m e l y  d i f f i c u l t  t o  d e t e H D i n e  b y  a n y  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e .  F I B  d o e s  e n a b l e  
l o c a l i s e d  m e a s u r e m e n t  o f  a  g r o o v e ,  a l b e i t  n o t  v e r y  a c c u r a t e l y ,  a n d  o n l y  l o c a l l y .  I t  i s  n o t  g o i n g  
1 6 4  
t o  e n a b l e  a n  a c c u r a t e  e s t i m a t i o n  o f  t h e  a v e r a g e  g r o o v e  b a s e  w i d d l ,  d e p t h ,  a n d  c r o s s - s e c t i o n a l  
p r o f i l e .  
4 . 1 . 2 .  X - R A Y  P H O T O E L E C T R O N  S P E C T R O S C O P Y  
C O M M E R C I A L L Y  P U R E  T I T A N I U M  
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F i g u r e  6 8 :  X - r a y  p h o t o e l e c t r o n  s p e c t r o s c o p y  g r a p h  d i s p l a y i n g  T i 2 p ,  O l s  a n d  C l s  p e a k s  w i t h  n o  e v i d e n t  
c o n t a m i n a t i o n .  A l s o  d i s p l a y e d  a r e  m a g n i f i e d  v i e w s  o f  t h e  T i 2 p ,  O l s  a n d  C I s  p e a k s ,  s c a n n e d  a t  a  h i g h e r  
r e s o l u t i o n .  
B I N D I N G  E N E R G Y  ( e V )  C o m p o s i t i o n  ( a t w  % )  
c p T i  
T i 2 p  4 5 8 , 5  
1 6 . 2  
0 1 s  
5 3 0 , 0  
5 9 . 3  
C 1 s  
2 8 5 , 0  
2 4 . 4  
D L C  C 1 s  
2 8 4 , 5  
9 7 . 9  
0 1 5  
5 3 3 . 5  2 . 1  
T a b l e  1 4 :  B i n d i n g  e n e r g i e s  a n d  a t o m i c  w e i g h t  p e r c e n t a g e  o f  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n s  o f  t h e  c o a t i n g  
m a t e r i a l s .  
T i t a n i u m  f i l m s  ( r e f e r  F i g u r e  6 8 )  w e r e  d o m i n a t e d  b y  t h e  o x y g e n  ( 0 1 5 )  a n d  t i t a n i u m  ( T i 2 p )  
p e a k s  w i t h  a  t r a c e  o f  c a r b o n  ( e l s ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  O l s  p e a k  a t  5 3 0  e V  w a s  d u e  m a i n l y  
1 6 5  
t o  t h e  o x i d e  l a y e r  t h a t  s p o n t a n e o u s l y  f O l m s  o n  a l l  t i t a n i u m  s u r f a c e s .  T h e  r e l a t i v e l y  h i g h  
a m o u n t  o f  C  m e a s u r e d  w a s  d u e  t o  t h e  a d s o r b e d  o r g a n i c  m o l e c u l e s  c o m m o n l y  f o u n d  o n  o x i d e  
f i l m s  t h a t  h a v e  b e e n  e x p o s e d  a n d  s t o r e d  u n d e r  a t m o s p h e r i c  c o n d i t i o n s  [ 4 1 4 ] .  
D I A M O N D - L I K E  C A R B O N  
C b  
/  
I  
: l  
L  
~ 
J  
\  
\  
0 1 .  
0 1  •  
. . . . - . G  r e
F
"  ; y  t - v t  
F i g u r e  6 9 :  X - r a y  p h o t o e l e c t r o n  s p e c t r o s c o p y  o f  C l s  a n d  O l s  p e a k s  w i t h  n o  e v i d e n t  c o n t a m i n a t i o n .  A l s o  
d i s p l a y e d  a r e  m a g n i f i e d  v i e w s  o f  t h e  0 1 s  a n d  C l s  p e a k s ,  s c a n n e d  a t  a  h i g h e r  r e s o l u t i o n .  
X P S  d a t a  o f D L C  f i l m s  ( r e f e r  F i g u r e  6 9 )  w e r e  d o m i n a t e d  b y  t h e  c a r b o n  ( C l s )  p e a k ,  a s  w o u l d  
b e  e x p e c t e d ,  w i t h  a  t r a c e  o f  o x y g e n  ( 0  I  s ) .  T h e  0  I  s  p e a k  a t  5 3 3 . 5  e V  w a s  a t t r i b u t e d  m a i n l y  t o  
t h e  a b s o r b e d  o x y g e n  o n  t h e  f i l m  s u r f a c e  d u e  t o  a i r  e x p o s u r e .  
T a b l e  1 4  p r o v i d e d  t h e  p e r c e n t  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  ( a t o m i c  w e i g h t  p e r c e n t a g e ,  a t w  % )  o f  
e a c h  a t o m  s p e c i e s  i n  b o t h  t h i n  f i l m  c o a t i n g s .  X P S  g r a p h s  r e v e a l e d  t h a t  b o t h  f i l m s  w e r e  f r e e  
o f  a n y  s u r f a c e  c o n t a m i n a t i o n .  
4 . 1 . 3 .  X - R A Y  D I F F R A C T I O N  
I n  o r d e r  t o  t e s t  t h e  e f f e c t s  o f  a  p a r t i c u l a r  p h a s e  o f  t i t a n i u m  o x i d e  o n  b o n e  c e l l s ,  i t  i s  i m p o r t a n t  
t o  v e r i f y  t h e  p u r i t y  o f  t h e  c o a t i n g  w h i c h  w a s  p o s s i b l e  u s i n g  X R D .  F i g u r e  7 0  
1 6 6  
A N A T A S E  
4 0 0 0  
0  
I  
A ( 1 0 1 )  
: z  
8 3 0 0 0  
w  
U )  
t t :  
W  2 0 0 0  
Q .  
U )  
I -
: z  1 0 0 0  
: : : >  
0  
0  
0  
2 1  2 3  2 5  2 7  
2 9  3 1  
( a )  
D I F F R A C T I O N  A N G L E  2 8  
R U T I L E  
1 5 0 0  
0  
: z  
I  
S i  
0  
0  
w  1 0 0 0  
U )  
t t :  
W  
Q .  
U )  
5 0 0  I  
1 1  
R ( 1 0 1 )  
I -
: z  
: : : >  
0  
0  
0  
2 1  
2 3  2 5  2 7  2 9  3 1  3 3  3 5  3 7  3 9  4 1  
( b )  
D I F F R A C T I O N  A N G L E  2 8  
A M O R P H O U S  
6 0  
0 5 0  
: z  
8 4 0  
w  
U ) 3 O  
t t :  
w  
Q . 2 O  
U )  
! z  1 0  
: : : >  
0  
0  
0  
2 0  2 5  3 0  3 5  4 0  4 5  
5 0  
( C )  
D I F F R A C T I O N  A N G L E  2 8  
F i g u r e  7 0 :  X - r a y  d i f f r a c t i o n  p a t t e r n  d i s p l a y i n g  t h e  t h r e e  t y p e s  o f  t i t a n i u m  o x i d e  u s e d .  ( a )  a n  A ( l O l )  
a n a t a s e  p h a s e ,  ( b )  a  S i  a n d  R ( I O I )  r u t i l e  p h a s e  a n d  ( c )  a n  a m o r p h o u s  p h a s e .  
r e v e a l e d  t h e  x - r a y  d i f f r a c t i o n  p a t t e r n s  o f  T i 0 2  f i l m s  d e p o s i t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o n  
c o n d u c t i n g  ( l O O )  s i l i c o n  w a f e r s  w i t h  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e  b i a s  b e t w e e n  0  t o  - 2 0 0  V .  X R D  
r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  o n l y  a n a t a s e  w i t h  a  ( 1 0  I )  p r e f e r e n t i a l  o r i e n t a t i o n  f o r  f i l m s  d e p o s i t e d  
1 6 7  
a t  z e r o  b i a s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  o n l y  r u t i l e  w i t h  a  ( 1 0 1 )  p r e f e r e n t i a l  o r i e n t a t i o n  w h e n  t h e  f i l m s  
w e r e  d e p o s i t e d  a t  - 2 0 0  V  a n d  a n  a m o r p h o u s  c o a t i n g  w i t h  n o  d i f f r a c t i o n  p e a k  w h e n  f i l m s  
w e r e  d e p o s i t e d  a t  - 5 0  V .  
4 . 1 . 4 .  S U R F A C E  P R O F I L O M E T R Y  
T a b l e  1 5  r e v e a l e d  t h e  r e l a t i v e  t h i c k n e s s e s  o f  t b e  t h i n  f i l m s  a s  d e t e l l n i n e d  u s i n g  s u r f a c e  
p r o f i l o m e t r y .  T h e r e  w a s  s o m e  v a r i a b i l i t y  i n  t h i c k n e s s  r e l a t e d  t o  t h e  u n i f o l l n i t y  o f  t h e  
d e p o s i t i o n  p r o c e s s .  T h e  c p T i  a n d  D L C  c o a t i n g s  w e r e  t y p i c a l l y  a r o u n d  2 5 0  n m  i n  t h i c k n e s s ,  
w h i l e  t h e  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s  w e r e  g e n e r a l l y  i n  t h e  3 0 0  n m  r a n g e .  
c p T i  
D L C  
A n a t a s c  
R u t i l e  
A m o r p h o u s  
C O A T I N G  T H I C K N E S S  
( n m )  
1 9 0 - 2 5 0  
2 0 0 - 2 6 0  
2 7 0 - 3 2 0  
2 5 0 - 3 0 0  
2 7 0 - 3 1 5  
T a b l e  1 5 :  C o a t i n g  t h i c k n e s s  v e r i f i e d  u s i n g  a  s t e p  f u n c t i o n .  
4 . 1 . 5 .  S C A N N I N G  E L E C T R O N  M I C R O S C O P Y  
T h e  s u r f a c e  t o p o g r a p h i e s  d e a l t  w i t h  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  o n  a  r e l a t i v e l y  s m a l l  s c a l e ;  h e n c e  i t  
w a s  i m p o r t a n t  t o  d e t e l l u i n e  i f  t h e  d e p o s i t e d  c o a t i n g s  w e r e  p e n e t r a t i n g  d e e p  b e t w e e n  t h e  
s u r f a c e  s t r u c t u r e s .  T w o  m e t h o d s  w e r e  u t i l i s e d  t o  d e t e l l n i n e  c o a t i n g  p e n e t r a t i o n :  F I B  a n d  
B S E .  
F I B  o p e r a t e s  b y  e m i t t i n g  a  b e a m  o f  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  p a r t i c l e s  w h i c h  r a s t e r s  a c r o s s  a  
s p e c i m e n ,  t h e  s i g n a l  ( s e c o n d a r y  e l e c t r o n s  o r  s e c o n d a r y  i o n s )  r e f l e c t e d  b a c k  a t  e a c h  p o i n t  i s  
u s e d  t o  g e n e r a t e  a n  i m a g e  [ 4 1 5 ] .  S e c t i o n e d  v i e w s  o f  c p T i  a n d  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  a r e  
s h o w n  i n  F i g u r e  7 1 .  C o a t i n g  p e n e t r a t i o n  w a s  c l e a r l y  v i s i b l e  i n  F i g u r e  7 1 a  a s  i t  i s  p o s s i b l e  t o  
d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t h e  c p T i  a n d  S i  l a y e r s .  T h e  h i g h l y  c o n d u c t i v e  n a t u r e  o f  c p T i  r e s u l t e d  i n  
t h e  l a y e r  a p p e a r i n g  b r i g h t e r  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  S i  s u b s t r a t e .  C o n v e r s e l y ,  t h e  D L C  c o a t e d  
s a m p l e  w a s  i n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  t h e  S i  a s  s e e n  i n  F i g u r e  7 1  b .  I n s u l a t i n g  o r  e l e c t r i c a l l y  
i s o l a t e d  m a t e r i a l s ,  s u c h  a s  D L C ,  a b s o r b  t h e  p a r t i c l e s  e m i t t e d  b y  t h e  b e a m  a n d  b e c o m e  
p o s i t i v e l y  c h a r g e d  u p o n  e x p o s u r e .  T h e r e f o r e  t h e y  h a v e  a  l o w  e m i s s i o n  o f  s e c o n d a r y  e l e c t r o n s  
1 6 8  
a n d  a p p e a r  d a r k  i n  a  s e c o n d a r y  i m a g e  [ 4 1 6 ) .  T h i s  c o m b i n e d  w i t h  a  s e m i  c o n d u c t i v e  S i  
r e s u l t e d  i n  a n  i m a g e  w i t h  l i t t l e  c o n t r a s t .  
F i g u r e  7 1 :  F I B  i m a g e  o f ( a )  c p T i  a o d  ( b )  D L C  c o a t i n g  l a y e r s .  
S i  
F i g u r e  7 2 :  B S E  i m a g e  o f  D L C  c o a t i n g .  
B S E  i m a g i n g  w a s  e m p l o y e d  t o  o v e r c o m e  t h e  n o n  c o n d u c t i v e  p r o p e r t y  o f  D L C  c o a t i n g s ,  a s  i t  
i s  b a s e d  o n  t h e  e l e m e n t a l  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  m a t e r i a l  [ 4 1 7 ] .  T h e  e f f i c i e n c y  o f  p r o d u c t i o n  o f  
B S E  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  s a m p l e  m a t e r i a l ' s  m e a n  a t o m i c  n u m b e r ,  w h i c h  r e s u l t s  i n  i m a g e  
c o n t r a s t  a s  a  f u n c t i o n  o f  c o m p o s i t i o n  - a  h i g h e r  a t o m i c  n u m b e r  m a t e r i a l  a p p e a r s  b r i g h t e r  t h a n  
a  l o w  a t o m i c  n u m b e r  m a t e r i a l .  C a r b o n  ( 6 )  h a s  a  l o w e r  a t o m i c  n u m b e r  t h a n  S i  ( 1 4 )  a n d  
t h e r e f o r e  a p p e a r s  d a r k e r .  F i g u r e  7 2  s h o w e d  t h e  d a r k e r  D L C  l a y e r  c o m p l e t e l y  c o a t i n g  t h e  S i  
s u b s t r a t e .  
1 6 9  
T h e  F I B  a n d  B S E  i m a g i n g  t e c h n i q u e s  r e v e a l e d  s u c c e s s f u l  c o a t i n g  p e n e t r a t i o n  f o r  c o a t i n g s  
d e p o s i t e d  t h r o u g h  f i l t e r e d  a r c  d e p o s i t i o n  ( c p T i  &  T i 0
2  
f i l m s )  a n d  p l a s m a  e n h a n c e d  c h e m i c a l  
v a p o u r  d e p o s i t i o n  ( O L C  f i l m s ) .  
4 . 1 . 6 .  C O N T A C T  A N G L E  &  S U R F A C E  E N E R G Y  
T h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n  h a s  b e e n  d i v i d e d  i n t o  t h e  i n d i v i d u a l  b i o m a t e r i a l s  u s e d  a n d  a n  o v e r a l l  
s e c t i o n .  T h e  i n d i v i d u a l  s e c t i o n s  w i l l  d e a l  w i t h  t h e  c o n t a c t  a n g l e  ( C A )  a n d  s u r f a c e  e n e r g y  
( S E )  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  e a c h  m a t e r i a l  a n d  d i s c u s s  h o w  i t  v a r i e d  i n  r e g a r d s  t o  s u r f a c e  
t o p o g r a p h y .  T h e  o v e r a l l  s e c t i o n  w i l l  c o m p a r e  t h e  v a r i a t i o n  i n  S E  w i t h  a l l  t h e  b i o m a t e r i a l  
s u r f a c e s  a n d  t h e i r  r e s p e c t i v e  t o p o g r a p h i e s .  
4 . 1 . 6 . 1 .  P A R A L L E L  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y  
4 . 1 . 6 . 1 . 1 .  C O M M E R C I A L L Y  P U R E  T I T A N I U M  
F i g u r e  7 3  r e v e a l e d  t h e  c o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  c p T i  s a m p l e s  u s i n g  0 1  a n d  G l y .  T h e  2 - 8  I l m  
g r o o v e s  a v e r a g e d  v a l u e s  b e t w e e n  4 0 °  a n d  8 0 ° .  T h e  1 0  I l m  s a m p l e s  s h o w e d  m a r k e d l y  h i g h e r  
c o n t a c t  a n g l e s  w i t h  v a l u e s  g r e a t e r  t h a n  1 0 0 °  e s p e c i a l l y  f o r  o r .  T h e  c o n t r o l  s a m p l e s  a v e r a g e d  
a b o u t  6 0 ° .  T h e  2  I l m  c p T i  s a m p l e s  f o r  0 1  a n d  G l y  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  c o n t a c t  a n g l e s  
c o m p a r e d  t o  t h e  r e s p e c t i v e  c o n t r o l s  ( P < O . O O I  f o r  0 1  a n d  P < 0 . 0 5  f o r  G l y ) .  T h e  4  I l m  c p T i  
s a m p l e  f o r  0 1  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  c o n t a c t  a n g l e  c o m p a r e d  t o  i t s  c o n t r o l  w i t h  a  
P < O . O O I ,  i n d i c a t i n g  a n  e x t r e m e l y  s i g n i f i c a n t  r e s u l t .  T h e  1 0  I l m  s a m p l e s  f o r  0 1  s h o w e d  t h e  
l a r g e s t  c o n t a c t  a n g l e  o f  a b o u t  1 3 0 °  w i t h  i t  b e i n g  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  t h a n  i t s  c o n t r o l  
( P < O . O O I ) .  I n  g e n e r a l ,  c o n t a c t  a n g l e s  < 9 0 °  a r e  c o n s i d e r e d  h y d r o p h i l i c  a n d  t h o s e  > 9 0 °  r e s u l t  i n  
b e a d i n g  o n  t h e  s u r f a c e s  a n d  t h e r e f o r e  a r e  c o n s i d e r e d  h y d r o p h o b i c  [ 4 1 8 ] .  T h e  s m a l l e r  g r o o v e  
s i z e s  a n d  t h e  c o n t r o l s  a i d e d  i n  t h e  s p r e a d i n g  o f  t e s t  l i q u i d s  i n d i c a t i n g  a  r e l a t i v e l y  h y d r o p h i l i c  
n a t u r e .  B e t w e e n  t h e  t w o  t e s t  l i q u i d s ,  t h e  m o r e  n o n  p o l a r  G l y  d i s p l a y e d  l o w e r  c o n t a c t  a n g l e s ,  
i n d i c a t i n g  g r e a t e r  a t t r a c t i o n  t o  t h e  c o a t i n g  s u r f a c e .  T h i s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  c p T i  p o s s e s s e d  a  
r e l a t i v e l y  n o n  p o l a r  s u r f a c e .  
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c p T i  C O N  I  R O L  
2  m i c r o n  
S U R F A C E  
. . . . . . .  A v e r a g e  
•  • • • •  
1 0 n L c m n  
(  . . . . .  )  
F i g u r e  7 3 :  C o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  c p T i  u s i n g  ( a )  D J  a n d  ( b )  C l y  a s  t e s t  l i q u i d s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e  *  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  f o r  p a t t e r n e d  c p T i  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  
b a r s  r e p r e s e n t  s t a n d a r d  e r r o r  m e a n  ( S E M )  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  1  e x p e r i m e n t .  
B o t h  g r a p h s  ( r e f e r  F i g u r e  7 3 )  s h o w e d  s i m i l a r  t r e n d s  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  1 0  J . l m  G l y  
s a m p l e .  F i g u r e  7 3 a  s h o w e d  a  g e n e r a l  i n c r e a s e  i n  c o n t a c t  a n g l e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  
w i d t h ,  a n d  h e n c e  i n d i c a t e d  a n  i n c r e a s e  i n  h y d r o p h o b i c i t y .  
F i g u r e  7 4  s h o w e d  t h e  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s .  T i t a n i u m  r e s u l t s  
i n d i c a t e d  a  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  s u r f a c e  e n e r g y  f o r  4  J . l m  g r o o v e s  ( a b o u t  7 0  J / m
2
)  c o m p a r e d  t o  
t h e  c o n t r o l s  w i t h  a  P - v a l u e  l e s s  t h a n  0 . 0  I .  A l l  o t h e r  g r o o v e d  a n d  u n  g r o o v e d  s a m p l e s  a v e r a g e d  
a  s u r f a c e  e n e r g y  o f  a b o u t  5 5  J / m
2
•  T h e o r e t i c a l l y  t h e  4  J . l m  g r o o v e s  w o u l d  s h o w  a  g r e a t e r  
a f f i n i t y  t o  c e l l  g r o w t h  d u e  t o  i t s  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  h y d r o p h i l i c i t y  [ 1 8 0 ] .  
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c : p T i  
S U R F A C E  
(  . . . .  )  
. . . . . . .  A v e r a g e  
F i g u r e  7 4 :  S u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  p a r a l l e l  g r o o v e d  c p T i  s a m p l e s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t b e  *  i n d i c a t e  
s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l s .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
4 . 1 . 6 . 1 . 2 .  R U T I L E  
F i g u r e  7 5  s h o w e d  t h e  c o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  r u t i l e  c o a t e d  p a r a l l e l  g r o o v e d  s a m p l e s  a n d  t h e  
u n p a t t e m e d  c o n t r o l s .  S i m i l a r  t o  t h e  a n a t a s e  r e s u l t s ,  g r o o v e d  s a m p l e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  
h i g h e r  c o n t a c t  a n g l e s  ( P < O . O O  I )  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l s ,  f o r  b o t h  0 1  a n d  G l y  t e s t  l i q u i d s .  
T h e  c o n t r o l  t e s t e d  w i t h  0 1  p r o d u c e d  a  c o n t a c t  a n g l e  o f  a b o u t  7 5 °  w h i l e  t h e  g r o o v e d  s a m p l e s  
a v e r a g e d  a b o u t  1 2 0 ° .  C o n t r o l  s a m p l e s  t e s t e d  w i t h  G l y  p r o d u c e d  a  l o w e r  c o n t a c t  a n g l e  o f  
a b o u t  6 0 °  w h i l e  t h e  g r o o v e d  s a m p l e s  a v e r a g e d  h i g h e r  c o n t a c t  a n g l e s  o f  a b o u t  1 3 5 ° .  T h e  2~m 
s a m p l e  t e s t e d  w i t h  G l y  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < O . O O I )  c o n t a c t  a n g l e  c o m p a r e d  t o  t h e  
o t h e r  g r o o v e d  s u b s t r a t a .  N o  s i g n i f i c a n t  t r e n d  w a s  n o t i c e a b l e  w i t h  s u b s t r a t e s  t e s t e d  a g a i n s t  0 1  
w h e r e a s  t e s t s  c o n d u c t e d  w i t h  G l y  s h o w e d  a n  i n c r e a s e  i n  c o n t a c t  a n g l e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  
g r o o v e  w i d t h .  
F i g u r e  7 6  d e p i c t e d  t h e  c o r r e s p o n d i n g  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  r u t i l e .  G r o o v e d  s a m p l e s  
s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < O . O O  I )  s u r f a c e  e n e r g y  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  W h i l e  t h e  
c o n t r o l  a v e r a g e d  a b o u t  4 0  J / m
2
,  g r o o v e d  s a m p l e s  a v e r a g e d  b e t w e e n  5 - 1 5  J / m
2  
T h e  e x t r e m e l y  
l o w  s u r f a c e  e n e r g y  v a l u e s  i n d i c a t e d  e x t r e m e l y  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e s .  
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C O N  I  R O L  2  m i c r o n  4 h i c l O O  
8  . .  i a o o  1 0 . U c t o n  
R u t i l e  
. . . . . . .  A v e r a g e  
F i g u r e  7 5 :  C o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  r u t i l e  u s i n g  ( a )  0 1  a n d  ( b )  G l y  a s  t e s t  l i q u i d s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e  *  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  f o r  p a t t e r n e d  r u t i l e  c o m p a r e d  t o  t h e  u n  p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  
b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
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S U R F A C E  R O U G H N E S S  ( p i n )  
F i g u r e  7 6 :  S u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  p a r a l l e l  g r o o v e d  r u t H e  s a m p l e s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  *  
i n d i c a t e  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  c o m p a r e d  t o  t b e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l s .  T b e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  1  e x p e r i m e n t .  
1 7 3  
4 . 1 . 6 . 1 . 3 .  A N A T  A S E  
F i g u r e  7 7  d i s p l a y e d  c o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  s a m p l e s  w i t h  a  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g  o f  t h e  
a n a t a s e  p h a s e .  A l l  g r o o v e d  s a m p l e s  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  c o n t a c t  a n g l e s  ( P < O. O O I )  
c o m p a r e d  t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  c o n t r o l s ,  f o r  b o t h  t e s t  l i q u i d s .  B o t h  c o n t r o l s  a v e r a g e d  c o n t a c t  
a n g l e s  o f  a b o u t  7 0 ° ,  w h i l e  a l l  t h e  g r o o v e d  s a m p l e s  a v e r a g e d  c o n t a c t  a n g l e s  o f  a b o u t  1 3 0 ° .  
W i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h ,  t h e r e  w a s  n o  i d e n t i f i a b l e  t r e n d  f o r  c o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s .  
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F i g u r e  7 7 :  C o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  a n a t a s e  u s i n g  ( a )  D I  a n d  ( b )  G l y  a s  t e s t  l i q u i d s .  C o l u m n s  m a r k e d  
w i t h  t h e  •  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  f o r  p a t t e r n e d  a n a t a s e  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  
e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
F i g u r e  7 8  d i s p l a y e d  c o r r e s p o n d i n g  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  a n a t a s e  s a m p l e s .  A l l  g r o o v e d  
s a m p l e s  i n d i c a t e d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  c o m p a r e d  t o  t h e  a n a t a s e  c o n t r o l .  T h e  
c o n t r o l  s a m p l e  a v e r a g e d  a  s u r f a c e  e n e r g y  o f  a b o u t  3 5  J / m
2  
w h i l e  t h e  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  
1 7 4  
a v e r a g e d  b e t w e e n  1 0 - 1 5  J / m
2  
T b e  e x t r e m e l y  l o w  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  b i g b  c o n t a c t  a n g l e  
i n d i c a t e d  a n  e x t r e m e l y  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e .  
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S U R F A C E  
(  . . . .  )  
F i g u r e  7 8 :  S u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  p a r a l l e l  g r o o v e d  a n a t a s e  s a m p l e s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e '  
i n d i c a t e  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  c o m p a r e d  t o  t h e  u n  p a t t e r n e d  c o n t r o l s .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  J  e x p e r i m e n t .  
4 . 1 . 6 . 1 . 4 .  A M O R P H O U S  
F i g u r e  7 9  r e v e a l e d  t h e  c o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  a m o r p h o u s  c o a t e d  g r o o v e d  a n d  u n p a t t e r n e d  
s u b s t r a t e s  t e s t e d  a g a i n s t  D l  a n d  G l y  l i q u i d s .  A l l  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  p r o d u c e d  s i g n i f i c a n t l y  
h i g h e r  c o n t a c t  a n g l e s  c o m p a r e d  t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  c o n t r o l s .  B o t b  g r a p b s  ( r e f e r  F i g u r e  7 9 a  &  
b )  s h o w e d  a n  i n c r e a s e  i n  c o n t a c t  a n g l e  w i t h  i n c r e a s i n g  g r o o v e  w i d t h .  C o n t r o l s  t e s t e d  w i t h  D I  
r e s u l t e d  i n  a  c o n t a c t  a n g l e  o f  a b o u t  7 0 °  w b i l e  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  a v e r a g e d  a b o u t  1 0 0 ° .  T h e  
c o n t r o l s  a n d  2  ! l m  s a m p l e s  t e s t e d  w i t h  G l y  p o s s e s s e d  l o w e r  c o n t a c t  a n g l e s  o f  a b o u t  4 5 °  a n d  
7 5 ° ,  r e s p e c t i v e l y ,  c o m p a r e d  t o  s a m p l e s  t e s t e d  w i t h  D l .  T b e  4  ! l m ,  8  ! l m  a n d  1 0  ! l m  s a m p l e s  
t e s t e d  w i t h  G l y  p o s s e s s e d  s i m i l a r  c o n t a c t  a n g l e s  t o  s a m p l e s  t e s t e d  w i t h  D 1 .  
F i g u r e  8 0  s h o w e d  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  p a t t e r n e d  a n d  u n p a t t e r n e d  a m o r p h o u s  s a m p l e s .  
C o n t r o l  a n d  2  ! l m  s a m p l e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  b i g b e r  ( P < O . O O  I )  s u r f a c e  e n e r g i e s  o f  a b o u t  
5 0  J / m
2  
c o m p a r e d  t o  t h e  l a r g e r  g r o o v e d  s a m p l e s .  T h e  4  ! l m ,  8  ! l m ,  a n d  1 0  ! l m  s a m p l e s  
a v e r a g e d  s u r f a c e  e n e r g i e s  b e t w e e n  5 - 1 5  J / m
2  
S a m p l e s  w i t b  g r o o v e  s i z e s  l a r g e r  t h a n  2  ! l I D  
w e r e  f o u n d  t o  b e  e x t r e m e l y  h y d r o p h o b i c  i n  n a t u r e  a n d  b e n c e  w o u l d  s h o w  c o n s i d e r a b l y  l o w e r  
c e l l  g r o w t h .  T h e  g e n e r a l  t r e n d  o f  t h e  g r a p h  r e v e a l e d  t h a t  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h  w o u l d  
l e a d  t o  a  d e c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y .  
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4 . U C i o n  8 m i u o n  
S U R F A C E  R O I J G I I N E S S  ( a - n )  
F i g u r e  7 9 :  C o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  a m o r p h o u s  u s i n g  ( a )  D I  a n d  ( b )  G l y  a s  t e s t  l i q u i d s .  C o l u m n s  m a r k e d  
w i t h  t h e  *  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  f o r  p a t t e r n e d  a m o r p h o u s  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  
T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
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1 0 n L c r o n  
F i g u r e  8 0 :  S u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  p a r a U e l  g r o o v e d  a m o r p h o u s  s a m p l e s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  *  
i n d i c a t e  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l s .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
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4 n u c i o n  
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S U R F A C E  
~) 
1 0  m i c r o n  
*  
1 0  
F i g u r e  8 1 :  C o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  D L C  u s i n g  ( a )  D J  a n d  ( b )  G l y  a s  t e s t  l i q u i d s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e  *  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  f o r  p a t t e r n e d  D L C  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  
b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
F i g u r e  8 1  d i s p l a y e d  t h e  c o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  D L C  c o a t e d  p a r a l l e l  g r o o v e d  s a m p l e s .  T e s t s  
c o n d u c t e d  w i t h  0 1  a n d  G l y  s h o w e d  a  g e n e r a l  i n c r e a s e  i n  c o n t a c t  a n g l e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  
g r o o v e  w i d t h .  A  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  c o n t a c t  a n g l e  c a n  b e  s e e n  f o r  2  I l m  ( P < O . O  I )  a n d  1 0  
J . I m  ( P < O . O O I )  s a m p l e s  t e s t e d  w i t h  D l .  T h e  1 0  I l m  ( P < O . O O I )  s a m p l e s  t e s t e d  w i t h  G l y  s h o w e d  
a  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  c o n t a c t  a n g l e  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l s .  T h e  s m a l l e r  p a t t e r n e d  ( c o n t r o l  
t o  8  I l m )  s a m p l e s  d i s p l a y e d  c o n t a c t  a n g l e s  o f  a b o u t  6 0 ·  w h e n  t e s t e d  w i t h  D I  a n d  a b o u t  5 0 ·  
w h e n  t e s t e d  w i t h  G l y .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  c o n s i s t e n t  w i t h  o t h e r  r e s e a r c h e r s  w h o  s t a t e d  D L C  
c o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  s h o u l d  g e n e r a l l y  b e  i n  t h e  r a n g e  5 5 · _ 7 0 ·  [ 2 7 1 , 2 7 2 ] .  T h e  1 0  I l m  s a m p l e s  
d i s p l a y e d  m u c h  h i g h e r  c o n t a c t  a n g l e s  o f  a b o u t  1 3 0 '  f o r  0 1  a n d  l O O '  f o r  G l y .  T h e  m o r e  n o n  
1 7 7  
p o l a r  G l y  t e s t  l i q u i d  d i s p l a y e d ,  o n  a v e r a g e ,  a  l o w e r  c o n t a c t  a n g l e  i n d i c a t i n g  a  b e t t e r  a t t r a c t i o n  
b e t w e e n  l i q u i d  a n d  c o a t i n g  s u r f a c e .  H e n c e  w e  c a n  c o n c l u d e  t h a t  a  r a t h e r  n o n  p o l a r  s u r f a c e  
e x i s t s  o n  D L C  w h e n  c o a t e d  b y  P E C V D  m e t h o d s .  
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F i g u r e  8 2 :  S u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  p a r a l l e l  g r o o v e d  D L C  s a m p l e s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e ·  i n d i c a t e  
s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l s .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
F i g u r e  8 2  d i s p l a y e d  t h e  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  D L C  c o a t e d  s a m p l e s .  T h e  g r a p h  s h o w e d  a  
g e n e r a l  d e c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  d i m e n s i o n  w i t h  t h e  1 0  I l m  
s a m p l e s  i n d i c a t i n g  a  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g y  o f  a b o u t  3 0  1 1m
2  
c o m p a r e d  t o  t h e  
c o n t r o l .  I n  t e l l n s  o f  c e l l  g r o w t h ,  t h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  a  m o r e  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e  a s  g r o o v e  
w i d t h  i s  i n c r e a s e d  a n d  h e n c e  t h e  l e a s t  c e l l  g r o w t h  s h o u l d  o c c u r  o n  t h e  1 0  I l m  s a m p l e s .  
4 . 1 . 6 . 2 .  P I L L A R E D  T O P O G R A P H Y  
4 . 1 . 6 . 2 . 1 .  C O M M E R C I A L L Y  P U R E  T I T A N I U M  
F i g u r e  8 3  s h o w e d  t h e  c o n t a c t  a n g l e  r e s u l t  f o r  c p T i  s a m p l e s  w i t h  a  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y .  T e s t s  
c o n d u c t e d  w i t h  b o t h  D J  a n d  G l y  s h o w e d  t e x t u r e d  s u r f a c e s  t o  p o s s e s s  s i g n i f i c a n t l y  ( P < O . O O  I )  
h i g h e r  c o n t a c t  a n g l e s  c o m p a r e d  t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  c o n t r o l s .  N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  w e r e  
n o t i c e d  b e t w e e n  t h e  5  I l m  a n d  1 5  I l m  s a m p l e s .  T e s t s  c o n d u c t e d  w i t h  D l  a s  a  t e s t  l i q u i d  
r e s u l t e d  i n  t h e  c o n t r o l  s a m p l e s  d i s p l a y i n g  a  c o n t a c t  a n g l e  o f  a b o u t  6 0 °  a n d  t h e  p a t t e r n e d  
s a m p l e s  p o s s e s s e d  c o n t a c t  a n g l e s  o f  a b o u t  9 0 ° .  T e s t s  c o n d u c t e d  w i t h  G l y  s h o w e d  s l i g h t l y  
l o w e r  c o n t a c t  a n g l e s  o f  a b o u t  4 5 °  a n d  7 5 °  f o r  t h e  c o n t r o l  a n d  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s ,  
1 7 8  
r e s p e c t i v e l y .  T h e  l o w e r  c o n t a c t  a n g l e s  p r e s e n t  w i t h  G l y  i n d i c a t e d  a  g r e a t e r  a t t r a c t i o n  b e t w e e n  
t h e  l i q u i d  a n d  s o l i d  s a m p l e  s u r f a c e .  F o r  t h e  s a m p l e  s u r f a c e  t o  a t t r a c t  a  n o n  p o l a r  l i q u i d  s u c h  
a s  G l y ,  t h e  p a t t e r n e d  s u r f a c e  m u s t  b a v e  b e e n  m o r e  n o n  p o l a r  i n  n a t u r e .  
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5  m i c r o n  
( p m )  
F i g u r e  8 3 :  C o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  c p T i  u s i n g  ( a )  D I  a n d  ( b )  C l y  a s  t e s t  l i q u i d s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t b e  •  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  f o r  p a t t e r n e d  c p T i  c o m p a r e d  t o  t h e  u u p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  
b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
F i g u r e  8 4  d e p i c t e d  t h e  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  p i l l a r e d  c p T i  s u b s t r a t e s .  T h e r e  w a s  a  g e n e r a l  
d e c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  a s  g r o o v e  w i d t h  w a s  i n c r e a s e d .  B o t h  s e t s  o f  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  
b o a s t e d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  ( P < 0 . 0 5  a n d  P < O . O O  I  f o r  5  l A m  a n d  1 5  l A m  
s a m p l e s ,  r e s p e c t i v e l y )  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  T h e  c o n t r o l  s a m p l e  p o s s e s s e d  a  s u r f a c e  
e n e r g y  o f  5 0  11m
2  
w h i l e  t b e  p a t t e r n e d  5  l A m  a n d  1 5  l A m  s a m p l e s  s h o w e d  s u r f a c e  e n e r g i e s  o f  
3 9  a n d  2 4  1 1m 2,  r e s p e c t i v e l y .  I t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  p i l l a r e d  s t r u c t u r e s  w i t h  c p T i  c o a t i n g  
w e r e  c o n s i d e r a b l y  h y d r o p b o b i c  i n  n a t u r e  a n d  i n  t h e o r y  w o u l d  s b o w  p o o r  c e l l  g r o w t h .  
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5  m i c r o n  1 5  m i c r o n  
( p m )  
F i g u r e  8 4 :  S u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  p i l l a r e d  c p T i  s a m p l e s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  *  i n d i c a t e  
s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a l t e r o e d  c o n t r o l s .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
4 . 1 . 6 . 2 . 2 .  R U T I L E  
F i g u r e  8 5  i l l u s t r a t e d  t h e  c o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  s a m p l e s  w i t h  a  p i l l a r e d  s t r u c t u r e  a n d  r u t i l e  
v a p o u r  c o a t i n g .  T e s t s  w i t h  0 1  a n d  G l y  r e v e a l e d  s i m i l a r  t r e n d s  w i t h  t h e  5  / l m  p a t t e r n e d  
s u r f a c e s  s h o w i n g  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  c o n t a c t  a n g l e s  ( P < 0 . 0 5  a n d  P < O . O O  I  f o r  D l  a n d  G l y ,  
r e s p e c t i v e l y )  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l s .  W i t h  t h e  D l  t e s t  l i q u i d ,  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  a c h i e v e d  a  
c o n t a c t  a n g l e  o f  a b o u t  7 5 °  w h i l e  t h e  5  / l I D  a n d  1 5  / l m  s a m p l e s  a c h i e v e d  c o n t a c t  a n g l e s  o f  9 0 °  
a n d  8 0 ° ,  r e s p e c t i v e l y .  T e s t s  c o n d u c t e d  w i t h  G l y  r e s u l t e d  i n  n o t i c e a b l y  l o w e r  c o n t a c t  a n g l e s  o f  
6 0 °  f o r  t h e  c o n t r o l ,  7 5 °  f o r  t h e  5  / l m  s a m p l e  a n d  a b o u t  6 5 °  f o r  t h e  1 5  / l m  s a m p l e .  T h e  l o w e r  
c o n t a c t  a n g l e s ,  s i m i l a r  t o  t h e  p i l l a r e d  c p T i  s u b s t r a t e s ,  i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  m o r e  n o n  
p o l a r  s u r f a c e .  
F i g u r e  8 6  s h o w e d  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  t h e  p i l l a r e d  r u t i l e  s a m p l e s .  T h e  5  / l m  s a m p l e s  
p o s s e s s e d  a  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g y  ( P < 0 . 0 5 ) ,  3 0  J / m
2
,  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  
T h e  c o n t r o l  a n d  1 5  / l m  p a t t e r n e d  s a m p l e  a c h i e v e d  s u r f a c e  e n e r g i e s  o f  4 0  a n d  3 5  J / m
2
•  T h e  
s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  i n d i c a t e d  a  s o m e w h a t  h y d r o p h o b i c  s u b s t r a t e  e n v i r o n m e n t .  
1 8 0  
( a )  
1 5 0  
w  1 2 0  
. . . . . .  
C )  
~ 9 0  
I -
~ 
I -
Z  
8  
6 0  
3 0  
o  
C O N T A C T  A N G L E  ( 0 1 )  
*  
. . . . . . . . . . . . . . . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  
C O N I R O L  5 1 1 x e a D n  1 5 n x C f o n  
R u t i l e  
. . . . . . .  A v e r a g e  
( b )  
1 5 0  
w  
1 2 0  
. . . . . .  
C )  
~ 
9 0  I  
l -
S U R F A C E  
(  . . . . . .  )  
C O N T A C T  A N G L E  ( G L Y )  
* -
Q  
- <  
6 0  
. .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  . .  
I -
Z  
0  
3 0  
Q  
o  
R u t i l e  C O N  I  R O L  
. . . . . . .  A v e z a g r  
( p m )  
F i g u r e  8 5 :  C o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  r u t i l e  u s i n g  ( a )  D I  a n d  ( b )  G l y  a s  t e s t  l i q u i d s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e  *  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  f o r  p a t t e r n e d  r u t i l e  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  
b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  1  e x p e r i m e n t .  
S U R F A C E  E N E R G Y  
-
8 0  ~,--
l  
~-
4 0  
. . . . . . . . . • • . • •  ~ . . . . . . . . . . . . . .  .  
2 0  
o  
C O N  I  R O L  
S n u e t o n  1 5 1 1 a i c i o n  
R u t i l e  
S U R F A C E  
( p m )  
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F i g u r e  8 6 :  S u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  p i l l a r e d  r u t i l e  s a m p l e s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  *  i n d i c a t e  
s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  c o m p a r e d  t o  t h e  u u p a t t e r n e d  c o n t r o l s .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  1  e x p e r i m e n t .  
1 8 1  
4 . 1 . 6 . 2 . 3 .  D I A M O N D - L I K E  C A R B O N  
F i g u r e  8 7  s h o w e d  t h e  c o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  p i l l a r e d  a n d  D L C  c o a t e d  s u r f a c e s .  C o n t a c t  
a n g l e s  o b t a i n e d  u s i n g  D I  a v e r a g e d  a b o u t  6 0 ° ,  w i t h  t h e  5  ~m s t r u c t u r e s  s h o w i n g  a  s o m e w h a t  
s i g n i f i c a n t  ( P < O. O  I )  i n c r e a s e  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  a n d  I S  ~m s a m p l e s .  R e s u l t s  o b t a i n e d  
u s i n g  G l y  a s  t h e  t e s t  l i q u i d  a v e r a g e d  a r o u n d  4 5 °  w i t h  D O  a p p a r e n t  t r e n d  w i t h  t h e  c h a n g i n g  
t o p o g r a p h y .  L o w e r  c o n t a c t  a n g l e s  o b t a i n e d  w i t h  G l y  i n d i c a t e d  a  g r e a t e r  a f f i n i t y  b e t w e e n  t h e  
l i q u i d  a n d  s u b s t r a t e .  T h i s  i n t e r a c t i o n  w o u l d  o n l y  b e  p r e s e n t  i f  t h e  s u b s t r a t e  s u r f a c e  w a s  m o r e  
n o n - p o l a r ,  s i m i l a r  t o  t h e  t e s t  l i q u i d .  
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S U R F A C E  ( p m )  
F i g u r e  8 7 :  C o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  r o r  D L C  u s i n g  ( a )  D I  a n d  ( b )  G l y  a s  t e s t  l i q u i d s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e  *  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  r o r  p a t t e r n e d  D L C  c o m p a r e d  t o  t h e  u n  p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  
b a r s  r e p r e s e n t  S E M  r o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
F i g u r e  8 8  d i s p l a y e d  t h e  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  p i U a r e d  
s u r f a c e  s t r u c t u r e .  T h e  g r a p h  d i d  n o t  r e v e a l  a n y  d i f f e r e n c e s  i n  e n e r g y  w i t h  t h e  v a r i a t i o n  i n  
1 8 2  
p i l l a r  d i a m e t e r .  T h e  5  I ! m  a n d  1 5  ! l I D  s u r f a c e s  p o s s e s s e d  a  s u r f a c e  e n e r g y  s i m i l a r  t o  t h e  
c o n t r o l  s a m p l e  o f  a b o u t  5 0  11m 2 ,  w h i c h  i n d i c a t e d  a  r e l a t i v e l y  h y d r o p h i l i c  s u b s t r a t e .  
S U R F A C E  E N E R G Y  
-
8 0  T , -
. . .  
~ 
~. 8 0  
~ 
: 5 4 0  
l i  
w  I  .  
~20 
" -
I D / !  
~ 0  
•  •  •  •  •  •  •  •  •  •  •  
C O N  I  R O L  
D L C  
S U R F A C E  
. . . . . . .  A v e r a g e  
•  •  •  •  •  •  •  •  •  •  •  
( p m )  
F i g u r e  8 8 :  S u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  p i l l a r e d  D L C  s a m p l e s .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
4 . 1 . 6 . 3 .  P I T T E D  T O P O G R A P H Y  
4 . 1 . 6 . 3 . 1 .  C O M M E R C I A L L Y  P U R E  T I T A N I U M  
F i g u r e  8 9  i l l u s t r a t e d  t h e  c o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  c p T i  s u b s t r a t e s  w i t h  a  c i r c u l a r  p i t t e d  
t o p o g r a p h y .  R e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  D I  a s  t h e  t e s t  l i q u i d  i n d i c a t e d  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  
b e t w e e n  t h e  c o n t a c t  a n g l e  f o r  t h e  u n p a t t e m e d  c o n t r o l  a n d  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s .  T h e  5  ! l m  a n d  
1 5  / l m  s u b s t r a t e s  p o s s e s s e d  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O  I  a n d  P < 0 . 0 5 ,  r e s p e c t i v e l y )  c o n t a c t  
a n g l e s  ( a b o u t  7 0 " )  t h a n  t h e  c o n t r o l s  ( a b o u t  6 0 ° ) .  R e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  G l y  i n d i c a t e d  t h e  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O O  I )  c o n t a c t  a n g l e  f o r  t h e  5  / l m  ( 8 0 ° )  s u b s t r a t e  c o m p a r e d  t o  b o t h  
t h e  c o n t r o l  ( 4 5 ° )  a n d  1 5  ! l m  ( 4 5 ° )  s a m p l e s .  O v e r a l l  t h e  c o n t a c t  a n g l e s  w e r e  l o w e r  u s i n g  t h e  
G l y  l i q u i d  i n d i c a t i n g  t h e  p r e f e r e n c e  o f  t h e  p i t t e d  c p T i  s u r f a c e  t o w a r d s  a  m o r e  n o n  p o l a r  
l i q u i d ,  r e v e a l i n g  t h e  n o n  p o l a r  n a t u r e  o f  t h e  s u b s t r a t e .  
F i g u r e  9 0  r e v e a l e d  t h e  s u r f a c e  e n e r g y  o f  t h e  c p T i  c o a t e d  s u b s t r a t e  w i t h  a  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  
T h e  5  ! l m  s a m p l e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < 0 . 0 5 )  s u r f a c e  e n e r g i e s  c o m p a r e d  t o  t h e  
c o n t r o l  a n d  1 5  ! l I D  s p e c i m e n s .  T h e  c o n t r o l  a n d  1 5  / l m  s a m p l e s  a v e r a g e d  s u r f a c e  e n e r g i e s  o f  
1 8 3  
a b o u t  5 0  J / m
2  
w h i l e  t h e  5  ! l m  s a m p l e s  a c h i e v e d  o n l y  a b o u t  3 8  J / m
2
.  O n  t h e  w h o l e ,  t h e  c p T i  
p i t t e d  s t r u c t u r e s  a p p e a r  t o  p r o d u c e  a  s o m e w h a t  h y d r o p h i l i c  s u r f a c e .  
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F i g u r e  8 9 :  C o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  c p T i  u s i n g  ( a )  0 1  a n d  ( b )  G l y  a s  t e s t  l i q u i d s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e  *  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  f o r  p a t t e r n e d  c p T i  c o m p a r e d  t o  t h e  u n  p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  
b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
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F i g u r e  9 0 :  S u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  p i t t e d  c p T i  s a m p l e s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e '  i n d i c a t e  s i g n i f i c a n t  
r e s u l t s  c o m p a r e d  t o  t h e  u n  p a t t e r n e d  c o n t r o l s .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  
I  e x p e r i m e n t .  
4 . 1 . 6 . 3 . 2 .  R U T I L E  
F i g u r e  9 1  i l l u s t r a t e d  t h e  c o n t a c t  a n g l e s  f o r  s u b s t r a t e s  w i t h  a  r u t i l e  c o a t i n g  a n d  p i t t e d  s u r f a c e  
t o p o g r a p h y .  F o r  b o t h  t h e  D J  a n d  G l y  t e s t  l i q u i d s ,  t h e  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  s h o w e d  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O  I  f o r  1 5  ~m w i t h  D I  a n d  P < O . O O  I  f o r  a l l  o t h e r  p a t t e r n e d  
s u b s t r a t e s )  c o n t a c t  a n g l e s  c o m p a r e d  t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  c o n t r o l s .  T h e  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  
a v e r a g e d  a  c o n t a c t  a n g l e  o f  a b o u t  1 0 0 °  w h i l e  t h e  c o n t r o l s  a v e r a g e d  a r o u n d  7 0 ° .  B o t h  g r a p h s  
f o l l o w e d  s i m i l a r  t r e n d s  r e v e a l i n g  t h e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < 0 . 0 5  f o r  D l  a n d  P < O . O I  f o r  G l y )  
c o n t a c t  a n g l e s  f o u n d  f o r  5  ~m p i t t e d  s a m p l e s  c o m p a r e d  t o  t h e  1 5  ~m s p e c i m e n s .  
F i g u r e  9 2  d e p i c t e d  t h e  c o r r e s p o n d i n g  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  r u t i l e  s a m p l e s  w i t h  t h e  p i t t e d  
t o p o g r a p h y .  T h e  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  c o n t a i n e d  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  c o m p a r e d  t o  t h e  
c o n t r o l s ,  w i t h  t h e  5  ~m s a m p l e s  b e i n g  s i g n j f i c a n t l y  l o w e r  ( P < O . O O  I )  t h a n  t h e  c o n t r o l .  
T h e  c o n t r o l  s a m p l e  p o s s e s s e d  a  s u r f a c e  e n e r g y  o f  a b o u t  4 0  J / m
2
,  w h i l e  t l l e  5  ~m a n d  1 5  ~m 
s a m p l e s  p o s s e s s e d  s u r f a c e  e n e r g i e s  o f  1 5  a n d  3 0  J / m
2
,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  s u r f a c e  e n e r g y  
r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h e  r a t h e r  h y d r o p h o b i c  n a t u r e  o f  t h e  p a t t e r n e d  r u t i l e  s u b s t r a t e .  
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F i g u r e  9 1 :  C o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  r u t i l e  u s i n g  ( a )  0 1  a n d  ( b )  G l y  a s  t e s t  l i q u i d s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e  *  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  f o r  p a t t e r n e d  r u t i l e  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  
b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
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F i g u r e  9 2 :  S u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  p i t t e d  r u t i l e  s a m p l e s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  *  i n d i c a t e  
s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l s .  T b e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  t  e x p e r i m e n t .  
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F i g u r e  9 3 :  C o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  O L C  u s i n g  ( a )  0 1  a n d  ( b )  G l y  a s  t e s t  l i q u i d s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e ·  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  f o r  p a t t e r n e d  O L C  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  
b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  1  e x p e r i m e n t .  
F i g u r e  9 3  s h o w e d  t h e  c o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s  f o r  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  t h e  p i t t e d  
t o p o g r a p h y .  A l l  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O O I )  c o n t a c t  a n g l e s  
( a b o u t  9 0 " )  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l s  ( 6 0
0  
f o r  D I  a n d  4 5
0  
f o r  G l y ) .  
F i g u r e  9 4  r e v e a l e d  t h e  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t  f o r  p i t t e d  a n d  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s .  C o n s i s t e n t  
w i t h  t h e  c o n t a c t  a n g l e  r e s u l t s ;  s u r f a c e  e n e r g y  f o r  t h e  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  
s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < O . O O I )  t h a n  t h e  c o n t r o l .  T h e  D L C  c o a t e d  c o n t r o l  a c h i e v e d  a  s u r f a c e  
e n e r g y  o f  a b o u t  5 0  J / m
2  
w h i l e  t h e  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  o n l y  a v e r a g e  a b o u t  2 0  J / m
2  
T h e s e  l o w  
s u r f a c e  e n e r g i e s  r e v e a l  a  r a t h e r  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e .  
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F i g u r e  9 4 :  S u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  p i t t e d  D L C  s a m p l e s .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  •  i n d i c a t e  
s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l s .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  I  e x p e r i m e n t .  
4 . 1 . 6 . 4 .  O V E R A L L  
D i s c u s s e d  w i t h i n  t h i s  s e c t i o n  w e r e  t h e  o v e r a l l  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  c o m p a r i n g  a l l  
c o m b i n a t i o n s  o f  s u r f a c e  c o a t i n g s  a n d  t o p o g r a p h i e s .  M i c r o  t e x t u r e d  s u r f a c e s  w e r e  p r e s u m e d  
t o  p o s s e s s  l o c a l  d i f f e r e n c e s  i n  s u r f a c e  f r e e  e n e r g y  t h a t  p r o m o t e d  a  p a r t i c u l a r  d e p o s i t i o n  
p a t t e m  o f  t h e  s u b s t r a t u m - b o u n d  a t t a c h m e n t  p r o t e i n s  [ 2 0 0 - 2 0 5 ] .  O u r  s t u d y  d i d  n o t  d e l v e  i n t o  
t h e  a t t a c h m e n t  p a t t e m s  o f  p r o t e i n s  h o w e v e r  d i d  i n v e s t i g a t e  t h e  v a r i a t i o n s  i n  s u r f a c e  f r e e  
e n e r g y  c r e a t e d  b y  m i c r o  t o p o g r a p h i e s .  
F i g u r e  9 5  i l l u s t r a t e d  w i t h i n  t w o  g r a p h s  t h e  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  g r o o v e d  s p e c i m e n s  
( r e f e r  F i g u r e  9 5 a )  a n d ,  t h e  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  s u b s t r a t e s  ( r e f e r  F i g u r e  9 5 b ) .  I n  o r d e r  t o  
e s t a b l i s h  h o w  c o m p a r a b l e  o u r  r e s u l t s  a n d  t e c h n i q u e s  w e r e  t o  o t h e r  s t u d i e s ,  w e  r e f e r r e d  t o  
w o r k  b y  K e l l e r  e t  a l .  [ 7 ]  w h o  r e p o r t e d  c o n t a c t  a n g l e s  o f  a b o u t  5 2 °  f o r  c p T i  s u r f a c e s  w i t h  a  I  
~m s u r f a c e  f i n i s h .  T h i s  r e s u l t  w a s  c o m p a r a b l e  t o  t h e  c o n t a c t  a n g l e s  o b t a i n e d  o n  o u r  c p T i  
c o n t r o l  s u r f a c e s ,  w h i c h  a v e r a g e d  a b o u t  5 8 ° .  T h e  s l i g h t  v a r i a n c e  w o u l d  b e  d u e  t o  d i f f e r e n c e s  
i n  h u m i d i t y  l e v e l s  a n d  t h e  h i g h l y  p o l i s h e d  n a t u r e  o f  o u r  s p e c i m e n s .  
I t  w a s  c l e a r l y  v i s i b l e  f r o m  F i g u r e  9 5 a  t h a t  t h e  c p T i  a n d  D L C  c o a t i n g s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  
h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  c o m p a r e d  t o  t h e  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s ,  f o r  m o s t  m o d i f i e d  
t o p o g r a p h i e s .  D L C  c o a t i n g s  a r e  t y p i c a l l y  t h o u g h t  o f  a s  h a v i n g  a  h y d r o p h o b i c  n a t u r e  [ 2 7 0 ]  
h o w e v e r  a c c o r d i n g  t o  r e s u l t s  w i t h i n  t h i s  s t u d y ,  i t  a p p e a r e d  t o  h a v e  a  r e l a t i v e l y  h y d r o p h i l i c  
n a t u r e  a l m o s t  c o m p a r a b l e  t o  c p T i .  A l l  c o a t i n g s  e x c e p t  f o r  c p T i  s h o w e d  a  d e c l i n e  i n  s u r f a c e  
1 8 8  
e n e r g y  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h ,  m e a n i n g  t h e  b y d r o p h o b i c i t y  o f  t h e  s u r f a c e  i n c r e a s e d  
w i t h  a  w i d e n i n g  g r o o v e .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  g e n e r a l l y  i n  l i n e  w i t h  F e n g  e t  a l .  [ 1 8 0 )  w h o  s t a t e d  
t h a t  a  d e c r e a s e  i n  g r o o v e  d i m e n s i o n  a n d  i n c r e a s e  i n  p a t t e r n  p e r i o d i c i t y ,  l e a d s  t o  a  g r e a t e r  
s p e c i f i c  a r e a  a n d  h e n c e  a  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y .  A l t h o u g b  t h e  c o n t r o l  s a m p l e s  o v e r a l l  
d i s p l a y e d  s o m e  o f  t h e  h i g h e s t  s u r f a c e  e n e r g i e s ,  i n d i c a t i n g  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  g r o o v e s  c a u s e d  
m a t e r i a l s  t o  e m a n a t e  a  m o r e  h y d r o p h o b i c  n a t u r e  a n d  h e n c e  w o u l d  i n  t h e o r y  h i n d e r  c e l l  
g r o w t h .  
T h e  t i t a n i u m  o x i d e  l a y e r  i s  k n o w n  t o  b e  h i g h l y  p o l a r  [ 9 7 )  ( d i s p l a y i n g  a  h i g h  s u r f a c e  e n e r g y )  
a n d  b a s  b e e n  s h o w n  t o  p e r f o r m  b e t t e r  t h a n  o r d i n a r y  t i t a n i u m  [ 2 6 6 ,  2 6 7 ) .  H o w e v e r  
c o m p a r i s o n s  o f  t h e  t i t a n i u m  a n d  o x i d e  c o n t r o l  s a m p l e s  s h o w e d  t h e  a m o r p b o u s  s a m p l e  t o  
p o s s e s s  a  s l i g h t l y  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  t h a n  c p T i ,  b u t  c p T i  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  h i g b e r  
s u r f a c e  e n e r g i e s  t h a n  t h e  c r y s t a l l i n e  o x i d e s .  O f  t h e  t h r e e  t i t a n i u m  o x i d e  p h a s e  c o a t i n g s ,  t h e  
a m o r p h o u s  l a y e r  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  h y d r o p h i l i c  n a t u r e .  S u i  e t  a l .  [ 2 5 4 )  f o u n d  
c r y s t a l l i n e  o x i d e  r e q u i r e d  g r e a t e r  r e m o v a l  t o r q u e s  t h a n  a m o r p h o u s  t i t a n i u m .  I t  w a s  a s s u m e d  a  
s u r f a c e  w i t h  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  w o u l d  r e q u i r e  t h e  g r e a t e r  r e m o v a l  t o r q u e .  H o w e v e r ,  t h e  
a m o r p h o u s  c o a t e d  c o n t r o l  a n d  2  f l m  s a m p l e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  
c o m p a r e d  t o  r u t i l e  ( P < O . O O l )  a n d  a n a t a s e  ( P < O. O O l ,  P < O . O I ,  r e s p e c t i v e l y ) .  A n a t a s e  r e s u l t s  
s h o w e d  s l i g h t l y  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  c o m p a r e d  t o  r u t i l e  c o a t e d  s p e c i m e n s .  O n  t h e  w h o l e ,  
t h e  p r e s e n c e  o f  a  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r e d  t h e  s u r f a c e  e n e r g y  o f  t h e  
t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s  m e a n i n g  t h e s e  s u r f a c e s ,  i n  t h e o r y ,  w o u l d  d i s p l a y  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  
c e l l  g r o w t b .  
F i g u r e  9 5 b  s h o w e d  r e s u l t s  f o r  t h e  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  s a m p l e s .  T h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  
s h o w e d  D L C  a s  h a v i n g  t h e  m o r e  h y d r o p h i l i c  s u r f a c e  c o m p a r e d  t o  t h e  p i l l a r e d  c p T i  a n d  r u t i l e  
c o a t i n g s .  T i t a n i u m  ( c p T i )  s h o w e d  a  d e c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  p i l l a r  
d i a m e t e r .  P i l l a r e d  r u t i l e  s p e c i m e n s  p e r f o l l l 1 e d  l e a s t  f a v o u r a b l y ,  w i t h  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  
s u r f a c e  e n e r g i e s  f o r  t b e  c o n t r o l  a n d  5  f l m  s a m p l e s  c o m p a r e d  t o  c p T i  ( P < 0 . 0 5 ) ,  a n d  
s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  f o r  t h e  5  f l m  a n d  1 5  f l m  s p e c i m e n s  c o m p a r e d  t o  D L C  
( P < O . O O l ) .  S c h m i d t  e t  a l .  [ 3 1 3 )  f o u n d  n o  s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n s  i n  s u r f a c e  e n e r g y  b e t w e e n  
d i f f e r e n t  c i r c u l a r  p i l l a r e d  s p e c i m e n s ,  h o w e v e r  t h e i r  s t u d y  w a s  c o n d u c t e d  o n  s i l i c o n e  m a t e r i a l  
a n d  h e n c e  c a n n o t  b e  e n t i r e l y  c o m p a r e d  t o  t h e  r e s u l t s  f o u n d  w i t h i n  t h i s  t h e s i s .  B e t w e e n  t h e  
g r o o v e d  a n d  p i l l a r e d  s a m p l e s ,  g r o o v e d  c p T i  p e r f o r m e d  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r .  D L C  a n d  r u t i l e  
c o a t i n g s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t  i m p r o v e m e n t s  i n  s u r f a c e  e n e r g y  w i t h  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y .  
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F i g u r e  9 5 :  O v e r a l l  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  t h e  ( a )  g r o o v e d  s p e c i m e n s  a n d  t h e  ( b )  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  
•  
s p e c l O l e n s .  
S i m i l a r l y  t o  t b e  p i l l a r e d  s u r f a c e ,  S c b m i d t  e t  a l .  [ 3 1 3 )  f o u n d  n o  v a r i a t i o n  i n  s u r f a c e  e n e r g y  
w i t h  v a r i a t i o n s  i n  p i t  d i m e n s i o n s ,  b o w e v e r  o u r  r e s u l t s  i n d i c a t e d  d i f f e r e n t l y .  T h e  p i t t e d  
t o p o g r a p b y  r e s u l t e d  i n  s i g n i f i c a n t  d r o p s  i n  s u r f a c e  e n e r g y  f o r  D L C  a n d  r u t i l e  c o m p a r e d  t o  
t h e i r  r e s p e c t i v e  c o n t r o l s .  T h e  r u t i l e  s p e c i m e n  p e r f o r m e d  a l m o s t  a s  w e l l  a s  t h e  D L C .  T h e  
p i t t e d  c p T i  s a m p l e s  s h o w e d  a  d r o p  i n  s u r f a c e  e n e r g y  f o r  t h e  5  ) . . l m  s u r f a c e  a n d  a n  i n c r e a s e  f o r  
t b e  1 5  ) . . l m  s p e c i m e n  w h i c h  p e r f O l m e d  a s  w e U  a s  t b e  c o n t r o l .  H o w e v e r ,  t h e  c p T i  s a m p l e s  s t i l l  
p e r f O l l l 1 e d  c o n s i d e r a b l y  b e t t e r  t h a n  t h e  D L C  a n d  r u t i l e  s p e c i m e n s  f o r  t b e  5  ) . . l m  ( P < 0 . 0 1 ,  
P < O . O O I ,  r e s p e c t i v e l y )  a n d  1 5  ) . . l m  ( P < O . O O I )  t o p o g r a p h i e s .  B e t w e e n  t h e  t w o  d i s c o n t i n u o u s  
t o p o g r a p b i e s ,  t b e  5  ) . . l m  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  c p T i  s a m p l e s  r e c o r d e d  s i m i l a r  s u r f a c e  e n e r g i e s  b u t  
s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  r e s u l t  f o r  t b e  1 5  ) . . l m  p i t t e d  s a m p l e .  R u t i l e  a n d  D L C  s a m p l e s  
w i t h  a  p i t t e d  t o p o g r a p b y  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  c o m p a r e d  t o  t b e  
p i l l a r e d  s u r f a c e .  T h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  p e r f o l l n e d  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  f o r  t h e  c p T i  
a n d  D L C  c o a t i n g  b u t  w o r s e  f o r  r u t i l e .  
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O v e r a l l ,  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  s u r f a c e  w a s  m o s t  a d v a n t a g e o u s  f o r  t h e  c p T i  s a m p l e ,  w i t h  t h e  
p i l l a r e d  s u r f a c e  b e i n g  m o s t  b e n e f i c i a l  f o r  t h e  r u t i l e  a n d  D L C  c o a t i n g s .  T h e  p i t t e d  t o p o g r a p h y  
p e r f o r n l e d  l e a s t  f a v o u r a b l y  o f  a l l  t h r e e  s u r f a c e  p a t t e r n s .  
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4 . 2 .  C E L L  C U L T U R E  
4 . 2 . 1 .  C E L L  M O R P H O L O G Y  
T h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n  d i s c u s s e s  t h e  m o r p h o l o g i c a l  d i f f e r e n c e s  i n  M G 6 3  c e l l s  b e t w e e n  t h e  
v a r i o u s  c o a t i n g  t y p e s  a n d  t o p o g r a p h i e s .  
4 . 2 . 1 . 1 .  P A R A L L E L  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y  
4 . 2 . 1 . 1 . 1 .  C O M M E R C I A L L Y  P U R E  T I T A N I U M  
F i g u r e  9 6 :  S E M  ( x 1 0 0 0 )  i m a g e s  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  c p T i  c o a t e d  ( a )  2  1 ' 0 1 ,  ( b )  4  1 ' 0 1 ,  ( c )  8 1 ' 0 1 ,  a n d  ( d )  1 0  I ' m  
g r o o v e s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
F i g u r e  9 6  s h o w e d  S E M  i m a g e s  o f  M G 6 3  o s t e o b l a s t  c e l l s  c u l t u r e d  o n  g r o o v e d  c p T i  s u r f a c e s .  
T h e  2  ! l m  a n d  4  ! l m  s a m p l e s  s h o w e d  t h e  g r e a t e s t  d e g r e e  o f  c o n t a c t  g u i d a n c e  ( r e f e r  F i g u r e  9 6 a  
&  b ,  r e s p e c t i v e l y ) .  T h e  c e l l s  o n  t h e s e  s a m p l e s  a p p e a r e d  t o  m a i n l y  e x t e n d  a l o n g  t h e  r i d g e  
s u r f a c e .  C e l l s  g r o w n  o n  t h e  2  ! l m  a n d  4  ! l m  s u r f a c e s  s h o w e d  a  m u c h  s m a l l e r  c e l l  e x t e n s i o n  
c o m p a r e d  t o  c e l l s  o n  t h e  l a r g e r  s u r f a c e  p a t t e r n s .  C e l l s  o n  t h e  8  ! l m  a n d  1 0  ! l m  s a m p l e s  ( r e f e r  
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F i g u r e  9 6 c  &  d ,  r e s p e c t i v e l y )  d i s p l a y e d  a  g r e a t e r  c e l l  e x t e n s i o n  d e s p i t e  t h e  l a c k  o f  a l i g n m e n t  
a n d  l i m i t e d  c o n t a c t  g u i d a n c e ,  a n d  a l s o  d i s p l a y e d  g r e a t e r  l a t e r a l  g r o w t h .  A  s i g n i f i c a n t l y  
g r e a t e r  n u m b e r  o f  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  w e r e  v i s i b l e  o n  l a r g e r  g r o o v e d  s u r f a c e s .  
4 . 2 . 1 . 1 . 2 .  R U T I L E  
F i g u r e  9 7 :  S E M  ( x I O O O )  i m a g e s  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  r u t i l e  c o a t e d  ( a )  2  ~m, ( b )  4  ~, ( c )  8  ~m, a n d  ( d )  1 0  ~m 
g r o o v e s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
S i m i l a r  t o  c p T i  s a m p l e s ,  t h e  s m a l l e r  g r o o v e  s i z e s  o f  t h e  r u t i l e  c o a t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  
9 7 a  &  b )  s h o w e d  a  g r e a t e r  d e g r e e  o f  c o n t a c t  g u i d a n c e  ( m a i n l y  o v e r  r i d g e  s u r f a c e s )  a n d  
a l i g n m e n t  c o m p a r e d  t o  t h e  l a r g e r ,  8  ~m a n d  I  0  ~m ( r e f e r  F i g u r e  9 7 c  &  d ,  r e s p e c t i v e l y ) ,  
s u b s t r a t e s ,  h o w e v e r  w i t h  a  s i g n i f i c a n t l y  s m a l l e r  c e l l  e x t e n s i o n .  T h e  l a r g e r  g r o o v e s  s h o w e d  a  
m u c h  m o r e  f l a t t e n e d  m o r p h o l o g y  w i t h  c e l l s  e x t e n d i n g  o v e r  t h e  r i d g e s  a n d  w i t h i n  t h e  g r o o v e s .  
T h e s e  l a r g e r  g r o o v e s  a l s o  c o n s i s t e d  o f  a  g r e a t e r  d e n s i t y  a n d  l e n g t h  o f  f o c a l  a d h e s i o n s  
e x t e n d i n g  f r o m  a l l  a r o u n d  t h e  c e l l .  
4 . 2 . 1 . 1 . 3 .  A N A T  A S E  
T h e  s m a l l e r  g r o o v e  s i z e s  ( r e f e r  F i g u r e  9 8 a  &  b ) ,  o n c e  a g a i n ,  s h o w e d  t h e  g r e a t e s t  d e g r e e  o f  
c o n t a c t  g u i d a n c e  i n c r e a s i n g  t h e  c e l l  l e n g t h .  H o w e v e r ,  c e l l s  g r o w n  o n  t h e  2  ~m s a m p l e s  a l s o  
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e x p e r i e n c e d  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  c e l l  w i d t h  b r i d g i n g  g r o o v e s .  C e l l s  o n  t h e  8  ~lm t o p o g r a p h y  
s h o w e d  c o n s i d e r a b l y  m o r e  c o n t a c t  g u i d a n c e  t h a n  t h e  s l i g h t l y  l a r g e r  I  0  ~m s u r f a c e .  T h e  
l a r g e r  g r o o v e d  s u r f a c e s  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  c e l l  e x t e n s i o n s  w i t h  c e l l s  o n  t h e  I  0  ~m 
g r o o v e s  s h o w i n g  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  f i l o p o d i a  t h a n  e v e n  t h e  8  ~m s p e c i m e n s .  T h e  m a n y  
f i l o p o d i a  e x t e n d i n g  f r o m  a l l  a r o u n d  t h e  c e l l  a n d  i n  a l l  d i r e c t i o n s  i n d i c a t e ,  w i t h  a n  e x t e n d e d  
e x p e r i m e n t a l  t i m e l i n e ,  t h e s e  c e l l s  w o u l d  m o s t  l i k e l y  e x p a n d  a c r o s s  t h e  8  ~m a n d  l O  ~m 
g r o o v e s  l o s i n g  i t s  c u r r e n t  a l i g n m e n t .  
F i g u r e  9 8 :  S E M  ( x I O O O )  i m a g e s  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  a n a t a s e  c o a t e d  ( a )  2  f l m ,  ( b )  4  f l m ,  ( c )  8  f l m ,  a n d  ( d )  1 0  
f 1 l D  g r o o v e s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d  a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 1 . 1 . 4 .  A M O R P H O U S  
O s t e o b l a s t  c e l l s  c u l t u r e d  o n  t h e  g r o o v e d  a m o r p h o u s  s u r f a c e s  ( r e f e r  F i g u r e  9 9 )  a l l  a p p e a r  f l a t  
a n d  w e l l  a d h e r e d  t o  t h e  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e .  T h e  s m a l l e r  2  ~m a n d  4  ~m g r o o v e s  h a v e  
r e s u l t e d  i n  c o n s i d e r a b l y  m o r e  c o n t a c t  g u i d a n c e  w i t h  a  l o n g e r  c e l l  l e n g t h  t o  w i d t h  r a t i o .  C e l l s  
o n  t h e s e  s u r f a c e s  d i s p l a y e d  a  r e l a t i v e l y  s h o r t  a n d  f i n e  a r r a y  o f  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a .  N o  
a p p a r e n t  g u i d a n c e  w a s  v i s i b l e  w i t h  c e l l s  o n  t h e  l a r g e r  g r o o v e s  w i t h  c e l l s  d i s p l a y i n g  a  m u c h  
b r o a d e r  m o r p h o l o g y  w i t h  a  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  n u m b e r  o f  f o c a l  a d h e s i o n s  c o m p a r e d  t o  t h e  
s m a l l e r  t o p o g r a p h i e s .  
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F i g u r e  9 9 :  S E M  ( x I O O O )  i m a g e s  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  a m o r p h o u s  c o a t e d  ( a )  2  j . l m ,  ( b )  4  j . l m ,  ( c )  8  j . l R l ,  a n d  ( d )  
1 0  j . l m  g r o o v e s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d  a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 1 . 1 . 5 .  D I A M O N D - L I K E  C A R B O N  
F i g u r e  l O O :  S E M  ( , 1 0 0 0 )  i m a g e s  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  D L C  c o a t e d  ( a )  2  j . l m ,  ( b )  4  j . l m ,  ( c )  8  j . l m ,  a n d  ( d )  1 0  
j . l m  g r o o v e s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d  a y  p e r i o d .  
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F i g u r e  1 0 0  s h o w e d  t h e  m o r p h o l o g y  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  g r o o v e d  D L C  c o a t e d  s a m p l e s .  O n c e  
a g a i n ,  t h e  2  I l m  a n d  4  I l m  s a m p l e s  d i s p l a y e d  t h e  g r e a t e s t  c o n t a c t  g u i d a n c e .  C e l l s  o n  t h e s e  
g r o o v e  s u r f a c e s  a p p e a r e d  m u c h  f l a t t e r  a n d  p r o g r e s s e d  m a i n l y  a l o n g  t h e  r i d g e  s u r f a c e .  C e l l  
e x t e n s i o n  o n  t h e  4  I l m  g r o o v e s  w e r e  m u c h  g r e a t e r  t h a n  o n  2  I l m  s a m p l e s .  T h e  8  I l m  g r o o v e s  
p r o d u c e d  a  m u c h  m o r e  r o u n d e d  c e l l u l a r  p r o f i l e ,  w h i c h  w a s  n o t  a s  w e l l  a l i g n e d  w i t h  t h e  
u n d e r l y i n g  s u r f a c e  s t r u c t u r e s .  T h e r e  w a s  a  c o n s i d e r a b l y  g r e a t e r  c e l l  e x t e n s i o n  o n  t h e  1 0  I l m  
s a m p l e ,  h o w e v e r  c o n t a c t  g u i d a n c e  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t .  A s  w i t h  p r e v i o u s  r e s u l t s ,  l o n g e r  
l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  a n d  a  g r e a t e r  d e n s i t y  o f t b e m  w e r e  v i s i b l e  o n  l a r g e r  g r o o v e d  s u r f a c e s .  
4 . 2 . 1 . 2 .  P I L L A R E D  T O P O G R A P H Y  
F i g u r e  1 0 1 :  S E M  ( x I O O O )  i m a g e s  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  ( a )  5  f l m ,  a n d  ( b )  1 5  f l m  p i l l a r e d  s u r f a c e  w i t h  a  c p T i  
c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d  a y  p e r i o d .  
F i g u r e  1 0 2 :  S E M  ( x I O O O )  i m a g e s  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  ( a )  5  f l m ,  a n d  ( b )  1 5  f l m  p i l l a r e d  s u r f a c e  w i t h  a  r u t i l e  
c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d  a y  p e r i o d .  
W i t h  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  ( r e f e r  F i g u r e  1 0 1 ,  F i g u r e  1 0 2 ,  a n d  F i g u r e  1 0 3 ) ,  t h e  c o a t i n g  t y p e  
d i d  n o t  a p p e a r  t o  i n f l u e n c e  t h e  c e l l  m o r p h o l o g y .  C e l l s  g r o w n  o n  t h e  s m a l l e r  5  I l m  ( r e f e r  
F i g u r e  1 0 1 a ,  F i g u r e  1 0 2 a ,  a n d  F i g u r e  1 0 3 a )  p i l l a r e d  s u r f a c e  s h o w e d  c e l l s  b r i d g i n g  a n d  
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c o n c e a l i n g  t h e  m i c r o s t r u c t u r e s .  O v e r a l l ,  a n  a l i g n i n g  e f f e c t  w a s  o b s e r v e d  w i t h  c e l l s  
l e n g t h e n i n g  f r o m  l e f t  t o  r i g h t  i n  t h e  S E M  i m a g e s .  T h e s e  c e l l s  s h o w e d  a  m o r e  r o u n d e d  a n d  
l e s s  s u r f a c e  a n c h o r e d  s t r u c t u r e .  C e l l s  o n  t h e  l a r g e r  1 5  I l m  s u r f a c e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 0  I  b ,  F i g u r e  
1 0 2 b ,  a n d  F i g u r e  1 0 3 b )  w e r e  f l a t t e n e d  a n d  a p p e a r e d  t o  a t t a c h  w e l l  t o  t h e  s u r f a c e ;  h o w e v e r  
s h o w e d  r a n d o m n e s s  i n  i t s  g r o w t h  s i m i l a r  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l s .  P a t t e r n e d  r u t i l e  a n d  
D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  d i s p l a y e d  a  g r e a t e r  d e n s i t y  o f  f o c a l  a d h e s i o n s  t h a n  t h e  c p T i  s a m p l e s .  
F i g u r e  1 0 3 :  S E M  ( . 1 0 0 0 )  i m a g e s  o f  M G 6 3  c e U s  o n  ( a )  5  I ' m ,  a n d  ( b )  1 5  I ' m  p i l l a r e d  s u r f a c e  w i t h  a  O L C  
c o a t i n g .  M G 6 3  c e U s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 1 . 3 .  P I T T E D  T O P O G R A P H Y  
F i g u r e  1 0 4 :  S E M  ( x  1 0 0 0 )  i m a g e s  o f  M G 6 3  c e U s  o n  ( a )  5  I ' m ,  a n d  ( b )  1 5  I ' m  p i t t e d  s u r f a c e  w i t h  a  c p T i  
c o a t i n g .  M G 6 3  c e U s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
S i m i l a r  t o  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y ,  t h e  s m a l l e r  p i t t e d  s u r f a c e s  ( r e f e r  F i g u r e  I  0 4 a ,  F i g u r e  1 0 5 a ,  
a n d  F i g u r e  1 0 6 a )  s h o w e d  g r e a t e r  i n f l u e n c e  o v e r  c e l l  g r o w t h  t h a n  t h e  l a r g e r  t o p o g r a p h y .  T h e  5  
I l m  s u r f a c e s  d i d  n o t  a c t  t o  a l i g n  t h e  c e l l s  i n  a n y  p a r t i c u l a r  d i r e c t i o n ;  h o w e v e r  t h e y  d i d  c a u s e  
c e l l s  t o  g r o w  a r o u n d  t h e  s u r f a c e  d i s c o n t i n u i t i e s .  C e l l s  w e r e  s m a l l e r  a n d  r o u n d e r  i n  s h a p e .  T h e  
l a r g e r  1 5  I l n l  p i t t e d  s u r f a c e s  s h o w e d  c e l l s  b r i d g i n g  t h e  t o p o g r a p h i c  d i s c o n t i n u i t i e s  a n d  
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g r o w i n g  w i t h  a  r a n d o m n e s s  s e e n  m a i n l y  w i t h  t h e  u n p a t t e m e d  c o n t r o l s .  T h e  r o u n d n e s s  o f  t h e  
c e l l  i n c r e a s e d  a s  w e  p r o g r e s s e d  f r o m  t h e  c p T i  t o  t h e  r u t i l e  a n d  D L C  s p e c i m e n s .  
F i g u r e  1 0 5 :  S E M  ( x 1 0 0 0 )  i m a g e s  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  ( a )  5  I ' m ,  a n d  ( b )  I S  I ' m  p i t t e d  s u r f a c e  w i t h  a  r u t i l e  
c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
F i g u r e  1 0 6 :  S E M  ( x I O O O )  i m a g e s  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  ( a )  5  I ' m ,  a n d  ( b )  I S  I ' m  p i t t e d  s u r f a c e  w i t h  a  D L C  
c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d  a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 1 . 4 .  C O N T R O L  T O P O G R A P H Y  
A  c o m m o n  m o r p h o l o g i c a l  t r a i t  s e e n  a m o n g  t h e  u n  p a t t e r n e d  t i t a n i u m  c o n t r o l  s a m p l e s  w e r e  
t h e  r a n d o m l y  o r i e n t e d ,  e x t r e m e l y  f l a t  c e l l  s t r u c t u r e  ( r e f e r  F i g u r e  1 0 7 )  w i t h  f o c a l  a d h e s i o n s  
p r o g r e s s i n g  i n  a l l  d i r e c t i o n s .  T h e  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s  d i s p l a y e d  a  m u c h  l a r g e r  c e l l  
s t r u c t u r e  t h a n  t h e  c p T i  s u r f a c e .  H o w e v e r  t h e  c p T i  a n d  c r y s t a l l i n e  c o a t i n g s  ( r u t i l e  a n d  a n a t a s e )  
s h o w e d  a  g r e a t e r  d e n s i t y  o f  f i l o p o d i a  t h a n  t h e  a m o r p h o u s  t i t a n i u m  o x i d e .  T h e  D L C  c o a t e d  
s u h s t r a t e  d i s p l a y e d  a  r a n d o m l y  o r i e n t e d  a n d  r o u n d e d  s t a n d - o f f i s h  c e l l  s t r u c t u r e  w i t h  a  l o w e r  
d e n s i t y  o f  f i l o p o d i a  t h a n  f o r  t i t a n i u m ,  a n d  w i t h  t h e s e  e x t e n d i n g  m a i n l y  f r o m  t h e  e l o n g a t e d  
e n d s  o f  t h e  c e l l .  
1 9 8  
A  f l a t t e n e d  o s t e o b l a s t  m o r p h o l o g y  m e a n s  a  m o r e  w e l l - a d h e r e d  c e l l  a n d  a l s o  h a s  b e e n  p r o v e d  
t o  a c b i e v e  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  [ \ 6 5 ] .  B a s e d  o n  c e l l  m o r p h o l o g y  u p o n  c o n t r o l  s a m p l e s ,  
t h e  D L C  c o n t r o l  w a s  s e e n  a s  t h e  l e a s t  f a v o u r a b l e  c o a t i n g  m a t e r i a l .  
F i g u r e  1 0 7 :  S E M  ( x I O O O )  i m a g e s  o f  M G 6 3  c e U s  o n  c o n t r o l  ( a )  c p T i ,  ( b )  R u t i J e ,  ( c )  A o a t a s e ,  ( d )  
A m o r p h o u s  a n d  C e )  D L C  s a m p l e s .  M G 6 3  c e U s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 1 . 5 .  O V E R A L L  
O s t e o b l a s t - l i k e  c e L l s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  e x h i b i t  a n c h o r a g e - d e p e n d e n t  p h e n o t y p i c  
c h a r a c t e r i s t i c s  [ I S O ] .  T h i s  w a s  c l e a r l y  v i s i b l e  f o r  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h i n  t h i s  s t u d y  w h i c h  
f o u n d  v a r y i n g  m o r p h o l o g i e s  b e t w e e n  t h e  d i f f e r e n t  s u r f a c e  t o p o g r a p h i e s .  
1 9 9  
O v e r a l l ,  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  p e r f o r  m e d  t h e  b e s t  i n  t e l l D S  o f  c e l l  a l i g n m e n t  a n d  c o n t a c t  
g u i d a n c e .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  b e h a v i o u r  s e e n  b y  o s t e o b l a s t s  w i t h i n  b o n e ,  w h e r e  i t  
t e n d s  t o  h a v e  i t s  l o n g  a x i s  o r i e n t e d  p a r a l l e l  t o  t h e  u n d e r l y i n g  c o l l a g e n  f i b r e s  [ 2 5 ] .  S t u d i e s  
h a v e  s h o w n  t h a t  l a t e r a l  a n d  v e r t i c a l  g r o o v e  d i m e n s i o n s  b e t w e e n  I  J l m  t o  1 0 0  J l m  d i s p l a y  t h e  
g r e a t e s t  i n f l u e n c e  o n  c e l l  a d h e s i o n ,  o r i e n t a t i o n  a n d  m o r p h o l o g y  [ 1 5 4 - 1 5 6 ] .  T h i s  s t u d y  
c o n c e n t r a t e d  o n  t h e  l o w e r  e n d  o f  t h e  s c a l e  a n d  f o u n d  t h e  s m a l l e r  ( 2  a n d  4  J l m )  g r o o v e d  
s u r f a c e s  g e n e r a t e d  t h e  h i g h e s t  d e g r e e  o f  c e l l  a l i g n m e n t  a n d  h a d  t h e  g r e a t e s t  i n f l u e n c e  o n  c e l l  
s h a p e .  L u  e t  a l .  [ 2 9 2 ]  a n d  E b e n d a l  e t  a l .  [ 1 5 8 ]  f o u n d ,  s i m i l a r  t o  t h i s  s t u d y ,  t h a t  t h e  n a r r o w e r  
g r o o v e s  i m p o s e d  g r e a t e r  i n f l u e n c e  o n  c e l l  s h a p e  t h a n  t h e  w i d e r  o n e s .  E i s e n b a r t h  e t  a l .  [ 1 5 9 ]  
p r o v e d  t h a t  a l i g n e d  c e l l s  h a d  m o r e  f a v o u r a b l e  a d h e s i o n  p r o p e r t i e s  t h a n  s p h e r i c a l l y  s h a p e d  
c e l l s ,  h o w e v e r  t h i s  s t u d y  w a s  c o n d u c t e d  o n  g r o u n d  t i t a n i u m  w i t h  a  r a n d o m  t o p o g r a p h y .  I n  
t e l l B S  o f  f o c a l  a d h e s i o n s ,  r e s e a r c h  s t a t e d  t h a t  a l i g n e d  f i b r o b l a s t  c e l l s  h a v e  d i s p l a y e d  a  g r e a t e r  
d e n s i t y  o f  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  [ 2 2 2 ] .  T h e  p r e s e n t  s t u d y  d i d  n o t  f i n d  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  
l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  o n  t h e  a l i g n e d  c e l l s ,  b u t  f o u n d  a  g r e a t e r  n u m b e r  o n  t h e  l e s s  w e l l  a l i g n e d  
c e l l s  l o c a t e d  u p o n  t h e  l a r g e r  g r o o v e d  s u r f a c e s .  I t  w a s  t h o u g h t  t h e  l e s s  r e s t r i c t i v e  g r o w t h  
p a t t e r n  p r e s e n t  o n  t h e  l a r g e r  g r o o v e s  a l l o w e d  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  t o  e x t e n d  f r o m  m o r e  
l o c a t i o n s  a r o u n d  t h e  o s t e o b l a s t  c e l l  u n l i k e  w i t h  h i g h l y  a l i g n e d  c e l l s  w h i c h  d i s p l a y e d  l e a d i n g  
l a m e l l i p o d i a  m o s t l y  e x t e n d i n g  f r o m  t h e  t w o  g r o w i n g  t i p s  o f  t h e  c e l l .  
C e l l s  c u l t u r e d  o n  t h e  p i t t e d  a n d  p i l l a r e d  s u r f a c e s  d i d  n o t  s h o w  t h e  s a m e  l e v e l  o f  a l i g n m e n t  o r  
g r o w t h  s e e n  o n  t h e  m i c r o g r o o v e s .  A  r e s u l t  s u p p o r t e d  b y  A n d e r s s o n  e t  a l .  [ 2 9 0 ]  w h o  s t a t e d  
t h a t  s i g n i f i c a n t l y  f e w e r  a l i g n e d  c e l l s  e x i s t  o n  d i s c o n t i n u o u s  s a m p l e s .  D i s c o n t i n u i t y  i n h i b i t s  
t h e  e l o n g a t i o n  o f  t h e  c e l l s .  T h e  l a r g e r  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  t o p o g r a p h y  i n  t h i s  s t u d y  d i s p l a y e d  
t h e  l e a s t  i n f l u e n c e  o n  o s t e o b l a s t s  w i t h  t h e  c e l l  g r o w t h  a n d  m o r p h o l o g y  m i m i c k i n g  g r o w t h  o n  
t h e  u n p a t t e m e d  c o n t r o l s .  T h e  s m a l l e r  t o p o g r a p h y  s h o w e d  t h e  g r e a t e r  i n f l u e n c e  o n  c e l l  
g r o w t h .  T h e  5  f . l m  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  p r o d u c e d  c e l l s  i n  a  s o m e w h a t  a l i g n e d  p a t h  b u t  l e s s  
e x t e n d e d .  A n d e r s s o n  e t  a l .  [ 3 0 4 ]  f o u n d  e p i t h e l i a l  c e l l s  g r o w n  o n  n a n o m e t e r  p i l l a r s  w e r e  l e s s  
e x t e n d e d ,  l e s s  r o u n d ,  c o n t a i n e d  m o r e  m e m b r a n e  p r o t r u s i o n s  a n d  d i s p l a y e d  l o w e r  c y t o k i n e  
l e v e l s .  M o s t  o f  h i s  f i n d i n g s  s u p p o r t  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  5  J l m  p i l l a r e d  s u r f a c e s .  T h e  5  J l m  
p i t t e d  t o p o g r a p h y  c a u s e d  c e l l s  t o  d i v e r t  i t s  p a t h  a n d  g r o w  a r o u n d  t h e  d i s c o n t i n u i t i e s .  T h i s  
p h e n o m e n o n  c o u l d  b e  d u e  t o  t h e  s m a l l e r  t o p o g r a p h y  b e i n g  w i t h i n  t h e  c e l l ' s  d i m e n s i o n  h e n c e  
i t  w a s  p o s s i b l e  f o r  t h e  c e l l  t o  d i s c e r n  t h e  t o p o g r a p h i c a l  c h a n g e s  a n d  a l t e r  i t s  g r o w t h .  
2 0 0  
P r e v i o u s  r e s e a r c h  p r o v e d  o s t e o b l a s t  c e l l  m o r p h o l o g y  d i s p l a y e d  a  f l a t t e r  e x t e n s i v e l y -
b r o a d e n e d  p r o f i l e  o n  s m o o t h e r  t i t a n i u m  s u r f a c e s  [ 2 1 8 ] .  T h i s  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  
m o r p h o l o g y  o b s e r v e d  o n  t h e  u n p a t t e m e d  c p T i  c o n t r o l s  e m p l o y e d  w i t h i n  t h i s  s t u d y .  T h e  
t i t a n i u m  o x i d e  s a m p l e s ,  h o w e v e r ,  d i s p l a y e d  a n  e v e n  m o r e  w e l l  e x t e n d e d  m o r p h o l o g y .  C e l l s  
o n  t h e s e  s u r f a c e s  w e r e  a l m o s t  d o u b l e  t h e  s i z e  o f  c e l l s  o n  t h e  o r d i n a r y  c p T i  c o a t e d  s u r f a c e .  
T h e  D L C  c o a t e d  s u r f a c e  s h o w e d  a  m u c h  l e s s  e x t e n d e d  c e l l ,  s b o w i n g  a  s o m e w h a t  r a i s e d  
p r o f i l e .  T h e  c e l l  d i d  n o t  a p p e a r  t o  h a v e  a s  g r e a t  a n  a f f i n i t y  t o  t h e  D L C  s u r f a c e  a s  t h e  t i t a n i u m  
b a s e d  c o a t i n g s .  
4 . 2 . 2 .  C E L L  V I A B I L I T Y  
D i s c u s s e d  w i t h i n  t h i s  s e c t i o n  i s  t h e  i n f l u e n c e  o f  c o a t i n g  t y p e  a n d  t o p o g r a p h y  o n  t h e  c e l l  
v i a b i l i t y  ( v i a b i l i t y )  o f M G 6 3  o s t e o b l a s t  c e l l s .  
4 . 2 . 2 . 1 .  P A R A L L E L  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y  
4 . 2 . 2 . 1 . 1 .  C O M M E R C I A L L Y  P U R E  T I T A N I U M  
F i g u r e  1 0 8  s h o w e d  t h e  n u m b e r  o f  v i a b l e  c e l l s  o n  c p T i  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  v a r y i n g  g r o o v e  
s i z e s .  T h e  2  I l m  g r o o v e s  s h o w e d  a  s o m e w h a t  s i g n i f i c a n t  ( P < 0 . 0 5 )  i n c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  
c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l s ,  w i t h  a  c e l l  c o u n t  o f  a b o u t  2 2 5 , 0 0 0 .  T h e  l a r g e r  8  I l m  
a n d  1 0  I l m  s a m p l e s  s h o w e d  e x t r e m e l y  s i g n i f i c a n t  ( P < O . O O  I )  i n c r e a s e s  i n  c e l l  v i a b i l i t y  
c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  a n d  s m a l l e r  g r o o v e d  s u b s t r a t e s ,  w i t h  a  m o r e  t h a n  4  f o l d  i n c r e a s e  i n  
c e l l s  f r o m  t h e  o r i g i n a l  s e e d i n g  o f  7 0 , 0 0 0  c e l l s  t o  a b o u t  3 5 0 , 0 0 0  c e l l s .  P a r a l l e l  g r o o v e d  
s a m p l e s  a l l  s h o w e d  a b o u t  t h e  s a m e  o r  b e t t e r  c e l l  v i a b i l i t y  t h a n  t b e  c o n t r o l  s p e c i m e n s .  T h e  
g e n e r a l  t r e n d  s u g g e s t e d  a n  i n c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h .  P a r a l l e l  
g r o o v e d  t o p o g r a p h y  a p p e a r e d  t o  e n h a n c e  t h e  v i a b i l i t y  o f  M G 6 3  c e l l s ,  w h e n  c o m p a r e d  t o  
c o n t r o l  s a m p l e s .  T h e s e  f i n d i n g s  w e r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  s t u d y  b y  W a l b o o m e r s  e t  a ! .  [ 3 0  I  J  
w h o  f o u n d  m i c r o g r o o v e s  s u p p o r t e d  g r e a t e r  f i b r o b l a s t  n u m b e r s  t h a n  t h e  u n p a t t e m e d  c o n t r o l s .  
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F i g u r e  1 0 8 :  M G 6 3  c e l l  v i a b i l i t y  o n  c p T i  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  
. ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  
e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  
p e r i o d .  
4 . 2 . 2 . 1 . 2 .  R U T I L E  
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F i g u r e  1 0 9 :  M G 6 3  c e l l  v i a b i l i t y  o n  r u t i l e  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e · ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  
e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  
p e r i o d .  
D e p i c t e d  i n  F i g u r e  1 0 9  w e r e  t h e  c e l l  v i a b i l i t y  r e s u l t s  f o r  g r o o v e d  s a m p l e s  w i t h  a  r u t i l e  
s u r f a c e  c o a t i n g .  C l e a r l y  v i s i b l e  a r e  t h e  c o m p a r a t i v e l y  s i m i l a r  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  c o n t r o l  
a n d  2  ~m s a m p l e s ,  w h i c h  d i s p l a y e d  a  c e l l  v i a b i l i t y  o f  a b o u t  1 5 0 , 0 0 0  ( a b o u t  a  2  f o l d  i n c r e a s e  
i n  c e l l s  o v e r  t h e  c u l t u r e  p e r i o d ) .  T h e  4  ~m a n d  I  0  ~m s a m p l e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  
( P < 0 . 0 5 ,  P < O . O O I ,  r e s p e c t i v e l y )  c e l l  v i a b i l i t y  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l ,  w i t h  c e l l  c o u n t s  o f  
a b o u t  1 9 0 , 0 0 0 .  S i m i l a r  t o  t h e  c p T i  g r a p h ,  t h e  g e n e r a l  t r e n d  s u g g e s t e d  a n  i n c r e a s e  i n  c e l l  
2 0 2  
v i a b i l i t y  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h .  C e l l  v i a b i l i t y  w a s  m o s t l y  e n h a n c e d  b y  t h e  p a r a l l e l  
g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  
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F i g u r e  I l  0 :  M G 6 3  c e l l  v i a b i l i t y  o n  a n a t a s e  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  
e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e ' p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  
p e r i o d .  
F i g u r e  1 1 0  s h o w e d  t h e  c e l l  v i a b i l i t y  r e s u l t s  f o r  s p e c i m e n s  w i t h  a n  a n a t a s e  s u r f a c e  c o a t i n g  
a n d  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  T h e  2  ) l m  a n d  1 0 ) l m  s a m p l e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t  ( P < O . O O I )  
i n c r e a s e s  i n  c e l l  v i a b i l i t y  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l s ,  w i t h  a  c e U  c o u n t  o f  a b o u t  1 8 0 , 0 0 0 .  T h e  
c o n t r o l ,  4  ) l m  a n d  8  ) l m  s a m p l e s  i l l u s t r a t e d  a b o u t  a  2  f o l d  i n c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  ( 1 4 0 , 0 0 0 ) ,  
w i t h  t h e  2  ) l m  a n d  1 0  ) l m  s a m p l e s  r e g i s t e r i n g  b e t w e e n  2 . 5 - 3  f o l d  i n c r e a s e s .  T h e  p a r a l l e l  
g r o o v e d  t o p o g r a p h y ,  i n  t h j s  c a s e ,  e i t h e r  e n h a n c e d  ( a s  w i t h  t h e  2  ) l m  a n d  1 0  ) l m  s a m p l e s )  o r  
p r o v i d e d  a  s i m i l a r  l e v e l  ( a s  w i t b  t h e  4  ) l m  a n d  8  ) l m  s u b s t r a t e s )  o f  c e l l  v i a b i l i t y  a s  t h e  
u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  
4 . 2 . 2 . 1 . 4 .  A M O R P H O U S  
l l l u s t r a t e d  o n  F i g u r e  I I I  w e r e  t b e  c e l l  v i a b i l i t y  r e s u l t s  f o r  a m o r p h o u s  c o a t e d  p a r a l l e l  g r o o v e d  
s p e c i m e n s .  T h e  2  ) l m ,  8  ) l m ,  a n d  1 0  ) l m  s a m p l e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O. O I ,  
P < O . O O I ,  P < 0 . 0 5 ,  r e s p e c t i v e l y )  c e l l  v i a b i l i t y  o f  a b o u t  1 4 0 , 0 0 0  ( a p p r o x i m a t e l y  a  2  f o l d  
i n c r e a s e )  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  T h e  c o n t r o l  a n d  4  ) l m  s a m p l e s  a v e r a g e d  a  c e l l  v i a b i l i t y  o f  
o n l y  a b o u t  1 1 0 , 0 0 0 .  N o  n o t i c e a b l e  t r e n d  e x i s t e d  b e t w e e n  c e l l  v i a b i l i t y  a n d  g r o o v e  d i m e n s i o n .  
2 0 3  
A l l  a m o r p h o u s  c o a t e d  s a m p l e s  a v e r a g e d  o n l y  a b o u t  a  2  f o l d  i n c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y .  I n  
g e n e r a l ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  e n h a n c e d  c e l l  v i a b i l i t y  o f  t h e  
a m o r p h o u s  s u r f a c e  c o a t i n g ,  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e m e d  c o n t r o l .  
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A m o r p h o u s  
T C P  
S U R F A C E  
c . - n )  
F i g u r e  l i t :  M G 6 3  c e l l  v i a b i l i t y  o n  a m o r p h o u s  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  
w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  
T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 -
d a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 2 . 1 . 5 .  D I A M O N D - L I K E  C A R B O N  
F i g u r e  1 1 2  s h o w e d  t h e  c e l l  v i a b i l i t y  r e s u l t s  f o r  D L C  c o a t e d  s p e c i m e n s  w i t h  a  p a r a l l e l  
g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  T h e r e  w e r e  n o  c l e a r  t r e n d s  i n  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d .  T h e  c o n t r o l  s a m p l e  
a v e r a g e d  s i m i l a r  c e l l  v i a b i l i t y  o f  a b o u t  1 9 0 , 0 0 0 ,  m o r e  t h a n  a  2  f o l d  i n c r e a s e .  A l l  g r o o v e d  
s p e c i m e n s  a l s o  s h o w e d  a  2  f o l d  o r  g r e a t e r  i n c r e a s e  i n  c e l l  c o u n t s  c o m p a r e d  t o  t h e  n u m b e r  t h a t  
w a s  o r i g i n a l l y  s e e d e d .  T h e  D L C  s a m p l e s  s h o w e d  l i t t l e  v a r i a t i o n  i n  c e l l  c o u n t s  b e t w e e n  t h e  
g r o o v e  s i z e s .  I n  g e n e r a l ,  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  d i d  n o t  e n h a n c e  n o r  h a l l l 1  t h e  c e l l  
v i a b i l i t y  o f  t h e  D L C  c o a t i n g .  
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C O N T R O L  2  8  T C P  
S U R F A C E  
(  . . . .  )  
F i g u r e  1 1 2 :  M G 6 3  c e l l  v i a b i l i t y  o n  O L C  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  
S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 2 . 2 .  P I L L A R E D  T O P O G R A P H Y  
D e p i c t e d  w i t h i n  F i g u r e  1 1 3  w e r e  t h e  c e l l  v i a b i l i t y  r e s u l t s  f o r  s a m p l e s  w i t h  a  p i l l a r e d  
t o p o g r a p b y .  B e t w e e n  t h e  c p T i  ( r e f e r  F i g u r e  I l 3 a )  s a m p l e s ,  t h e r e  w a s  l i t t l e  v i s i b l e  v a r i a t i o n ,  
w i t b  t b e  v a r i o u s  s u r f a c e s  a v e r a g i n g  a  c e l l  v i a b i l i t y  o f  a b o u t  1 5 0 , 0 0 0 .  T h e  5  ! l m  a n d  1 5  ! l m  
p i l l a r e d  s a m p l e s  p e r f o l l l 1 e d  a s  w e l l  a s  t h e  c o n t r o l  s a m p l e ,  m e a n i n g  i t  d i d  n o t  d i m i n i s h  n o r  
e n h a n c e  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  c p T i  c o a t i n g .  T h e  r u t i l e  c o a t e d  ( r e f e r  F i g u r e  1 1 3 b )  s a m p l e s  
s b o w e d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  c e l l  c o u n t  b e t w e e n  t h e  p a t t e r n e d  a n d  u n p a t t e r n e d  
s u r f a c e s ,  b o w e v e r  s h o w e d  a  s l i g h t  d e c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  o n  t h e  1 5  ! l m  p i l l a r e d  s a m p l e s .  
O v e r a l l ,  t h e  r u t i l e  s a m p l e s  a l l  a v e r a g e d  a b o u t  1 5 0 , 0 0 0  c e l l s  ( g r e a t e r  t h a n  a  2  f o l d  i n c r e a s e ) .  
S i m i l a r  t o  t h e  r u t i l e  s a m p l e s ,  t h e  D L C  c o a t e d  ( r e f e r  F i g u r e  1 1 3 c )  s u b s t r a t e s  s b o w e d  l i t t l e  
d i f f e r e n c e  ( n o  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s )  i n  c e l l  v i a b i l i t y ,  b u t  i n d i c a t e d  a  s l i g h t  d e c r e a s e  i n  c e l l  c o u n t  
w i t b  a n  i n c r e a s e  i n  p i l l a r  d i a m e t e r .  T h e  D L C  c o a t e d  s a m p l e s ,  a l s o  a v e r a g e d  a  c e l l  c o u n t  o f  
a b o u t  1 5 0 , 0 0 0 .  
A l l  c o a t e d  s a m p l e s ,  p i l l a r e d  o r  u n p a t t e r n e d ,  a c h i e v e d  s i m i l a r  l e v e l s  o f  c e l l  v i a b i l i t y  o f  a b o u t  
1 5 0 , 0 0 0  c e l l s .  T h e  v a r i a t i o n  i n  s u r f a c e  c b e m i s t r y  d i d  n o t  a p p e a r  t o  i n f l u e n c e  t b e  c e l l  c o u n t s ,  
i n  t h i s  c a s e .  T h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  p e r f o r n 1 e d  a s  w e l l ,  b u t  n o t  b e t t e r ,  t b a n  t h e  u n p a t t e m e d  
c o n t r o l .  
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F i g u r e  1 1 3 :  M G 6 3  c e l l  v i a b i l i t y  o n  ( a )  c p T i ,  ( b )  R u t i l e ,  a n d  ( c )  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  p i l l a r e d  
t o p o g r a p h y .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  
c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
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D L e  C O N  I  R O L  
5 u u a o o  1 5 n u C l t M 1  
T C P  
T C P  
. . . . . • .  A v e r a g e  
(~) 
F i g u r e  1 1 4 :  M G 6 3  c e l l  v i a b i l i t y  o n  ( a )  c p T i ,  ( b )  R u W e ,  a n d  ( c )  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  p i t t e d  
t o p o g r a p h y .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  
c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
2 0 7  
F i g u r e  1 1 4  i l l u s t r a t e d  t h e  c e l l  v i a b i l i t y  r e s u l t s  f o r  t h i n  f i l m  c o a t e d  s a m p l e s  w i t h  a  p i t t e d  
t o p o g r a p h y .  N o  s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n  w a s  v i s i b l e  b e t w e e n  t h e  c p T i  ( r e f e r  F i g u r e  1 1 4 a )  c o n t r o l  
a n d  p i t t e d  s p e c i m e n s ,  w h i c h  a l l  a v e r a g e d  a  c e l l  v i a b i l i t y  o f  a b o u t  1 7 0 , 0 0 0  ( l i t t l e  m o r e  t h a n  a  2  
f o l d  i n c r e a s e ) .  T h e  g e n e r a l  r u t i l e  ( r e f e r  F i g u r e  1 1 4 b )  t r e n d  r e v e a l e d  a  s l i g h t  d e c r e a s e  i n  c e l l  
v i a b i l i t y  f o r  t h e  1 5  J . l m  p i t t e d  s u r f a c e ;  h o w e v e r  t h e r e  w e r e  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s .  R u t i l e  
s a m p l e s  a v e r a g e d  a  c e l l  c o u n t  o f  a b o u t  1 5 0 , 0 0 0  o v e r a l l .  D L C  c o a t e d  c o n t r o l  a n d  g r o o v e d  
s a m p l e s ,  s i m i l a r  t o  t h e  c p T i  a n d  r u t i l e  s a m p l e s ,  s h o w e d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  
t h e  s a m p l e  g r o u p s ,  a v e r a g i n g  a b o u t  1 6 0 , 0 0 0  c e l l s .  O n l y  a  s l i g h t  d r o p  i n  c e l l  v i a b i l i t y  w a s  
v i s i b l e  o n  t h e  5  J . l . m  p i t t e d  s p e c i m e n s .  
F o r  a l l  c o a t i n g  t y p e s ,  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  p i t t e d  t o p o g r a p h y  d i d  n o t  e n h a n c e  n o r  h a r m  
t h e  c e l l  v i a b i l i t y  o f  t h e  c o a t i n g .  O f  t h e  t h r e e  c o a t i n g ,  t h e  r u t i l e  s a m p l e s  a v e r a g e d  s l i g h t l y  
l o w e r  c e l l  v i a b i l i t y .  
4 . 2 . 2 . 4 .  O V E R A L L  
F i g u r e  1 1 5  p r o v i d e d  a  c o m p a r a t i v e  g r a p h  o f  t h e  c e l l  v i a b i l i t y  r e s u l t s  f o r  g r o o v e d ,  p i t t e d  a n d  
p i l l a r e d  s p e c i m e n s .  L o b m a n n  e t  a l .  [ 4 1 9 ]  d i s c o v e r e d  a  d e c r e a s e  i n  M G 6 3  c e l l  v i a b i l i t y  o n  
r o u g h e r  c p T i  s u r f a c e s ,  o b t a i n e d  b y  g r i t  b l a s t i n g  m e a n i n g  t h e  r o u g h e r  s u r f a c e s  w i t h  g r e a t e r  
s u r f a c e  a r e a  a c t e d  t o  d e c r e a s e  c e l l u l a r  a c t i v i t y .  T h i s  c o n c l u s i o n  w a s  a l s o  f o u n d  b y  B o y a n  e t  
a l .  [ 6 ] .  R a n d o m l y  r o u g h e n e d  s u r f a c e  r e s u l t s  c a n n o t  n e c e s s a r i l y  b e  e x p e c t e d  o n  a  p a r a l l e l  
g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  D e n  B r a b e r  e t  a l .  f o u n d  n o  v a r i a t i o n  i n  c e l l  c o u n t s  b e t w e e n  d i f f e r i n g  
g r o o v e  s i z e s  f o r  f i b r o b l a s t  c e l l s  g r o w n  o n  a  p o l y s t y r e n e  s u r f a c e .  B e h a v i o u r  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  
a  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  c o u l d  b e  c o n s i d e r a b l y  d i f f e r e n t ,  h e n c e  t h e  p r e v i o u s  s t u d i e s  
o n l y  p r o v i d e  a  g u i d e  o f  w h a t  t o  e x p e c t .  
W i t h i n  t h e  g r o o v e d  s p e c i m e n s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  ( r e f e r  F i g u r e  1 1 5 a ) ,  t h e  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s  
s h o w e d  a  m o r e  f a v o u r a b l e  s u r f a c e .  T h e  2  J . l m ,  8  J . l m  a n d  1 0  J . l m  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s  s h o w e d  
s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  c e l l  v i a b i l i t y  c o m p a r e d  t o  a l l  o t h e r  s a m p l e  g r o u p s .  A n  i n c r e a s e  i n  c e l l  
v i a b i l i t y  w a s  s e e n  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h  ( a  d e c r e a s e  i n  s u r f a c e  a r e a ) .  C e l l s  o n  t h i s  
s u b s t r a t e  o b t a i n e d  a  s i m i l a r  t r e n d  i n  v i a b i l i t y  a s  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  L o b m a n n  e t  a l .  [ 4 1 9 ] .  T h e  
g r o o v e d  D L C  a n d  r u t i l e  c o a t e d  s p e c i m e n s  s h o w e d  a  s i m i l a r  l e v e l  o f  c e l l  v i a b i l i t y  w i t h  a  
s l i g h t  i n c r e a s e  i n  c e l l  c o u n t  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h .  A n a t a s e  s a m p l e s  p e r f O l m e d  
l e s s  f a v o u r a b l y  t h a n  D L C  a n d  r u t i l e ,  w h i l e  a m o r p h o u s  s a m p l e s  p e r f o l l n e d  l e a s t  f a v o u r a b l y  
w i t h  c e l l s  o n  t h e s e  c o a t i n g s  d e m o n s t r a t i n g  n o  s i g n i f i c a n t  i n f l u e n c e  f r o m  t h e  d i f f e r e n t  g r o o v e  
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s i z e s .  I n  t e r m s  o f  t i t a n i u m  o x i d e  m a t e r i a l s ,  W u  e t  a l .  f o u n d  t h e  c r y s t a l l i z e d  v e r s i o n  s h o w e d  
g r e a t e r  b i o a c t i v i t y  t h a n  a m o r p h o u s  t i t a n i a  i n  v i v o  [ 1 0 0 ]  h e n c e  t h e  r u t i l e  a n d  a n a t a s e  s a m p l e s  
s h o u l d  s h o w  g r e a t e r  c e l l  v i a b i l i t y  t h a n  a m o r p h o u s  c o a t e d  s u b s t r a t e s .  D e s p i t e  t h e  v a r i a n c e  i n  
r e s u l t s ,  i n  g e n e r a l  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  e n h a n c e d  c e l l  
v i a b i l i t y  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e m e d  c o n t r o l s  f o r  a l l  c o a t i n g  t y p e s .  T h i s  w a s  e s p e c i a l l y  
v i s i b l e  w i t h  t h e  c p T i ,  a n a t a s e  a n d  a m o r p h o u s  c o a t e d  s a m p l e s .  
C u r t i s  e t  a l .  [ 3 0 5 ]  f o u n d  l o w e r  f i b r o b l a s t  c e l l  c o u n t s  w h e n  g r o w n  o n  n a n o m e t e r  s q u a r e  p i l l a r s  
s u r f a c e  e m b o s s e d  o n  s i l i c a  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e m e d  c o n t r o l s .  T h i s  s t u d y  d i d  n o t  t e s t  
v a r y i n g  p i l l a r  d i a m e t e r .  G r e e n  e t  a l .  [ 3 1 0 ]  t o o k  t h e  p i l l a r e d  s t u d y  t o  t h e  m i c r o m e t e r  r a n g e  
a n d  t e s t e d  f i b r o b l a s t  g r o w t h  o n  s q u a r e  p i l l a r s  c r e a t e d  o n  s i l i c o n e  s u r f a c e s .  T h e i r  w o r k  f o u n d  
c e l l  g r o w t h  r a t e s  i n c r e a s e d  o n  t h e  p i l l a r e d  a s  o p p o s e d  t o  c o n t r o l  s u r f a c e s .  T h e s e  s t u d i e s  a r e  
g o o d  i n d i c a t o r s  o f  h o w  c e l l s  m a y  b e  e x p e c t e d  t o  r e a c t  t o  a  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y ;  h o w e v e r  
d i f f e r e n c e s  e x i s t  b e t w e e n  o s t e o b l a s t  a n d  f i b r o b l a s t  c e l l  b e h a v i o u r ,  a n d  b e t w e e n  b e h a v i o u r  
o v e r  d i f f e r e n t  s u r f a c e  c o a t i n g s .  W i t h i n  t h e  p i l l a r e d  s p e c i m e n s  d i s p l a y e d  i n  F i g u r e  1 1 5 b ,  t h e  
r u t i l e  a n d  D L C  g r a p h s  s h o w e d  a  s m a l l  d r o p  i n  c e l l  v i a b i l i t y  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  p i l l a r  
d i a m e t e r .  B o t h  m a t e r i a l s  s h o w e d  s i m i l a r  l e v e l s  o f  c e l l  v i a b i l i t y .  T h e  c p T i  c o a t e d  s p e c i m e n s  
w i t h  t h e  5  / l m  t o p o g r a p h y  s h o w e d  s i m i l a r  l e v e l s  o f  c e l l  g r o w t h  a s  D L C  a n d  r u t i l e ,  h o w e v e r  a  
s o m e w h a t  h i g h e r  l e v e l  f o r  c e l l s  o n  t h e  1 5  / l m  s u r f a c e .  A l l  p i l l a r e d  s a m p l e s  d i s p l a y e d  l o w e r  o r  
e q u a l  c e l l  v i a b i l i t y  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l s ,  u n l i k e  w i t h  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  G r e e n  e t  a l .  [ 3 1 0 ] .  
T h e  c i r c u l a r  p i l l a r s  c o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  h a v e  a  d i f f e r e n t  a f f e c t  o n  c e l l s  a s  o p p o s e d  t o  t h e  
s h a r p - e d g e d  s q u a r e  p i l l a r s .  W h e n  c o m p a r i n g  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  o n  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  
t o  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  s u r f a c e ,  i t  w a s  c l e a r  t h e r e  w a s  a  s i g n i f i c a n t  d r o p  i n  c e l l  v i a b i l i t y  o n  
p i l l a r e d  s u r f a c e  f o r  a l l  t h r e e  b i o m a t e r i a l s .  
T h e  s t u d y  b y  G r e e n  e t  a l .  [ 3 1 0 ]  ( p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d )  a l s o  t e s t e d  f i b r o b l a s t  r e s p o n s e  t o  
s q u a r e  p i t t e d  t o p o g r a p h i e s  o n  s i l i c o n e  s u r f a c e s .  F i b r o b l a s t  c e l l s  d e m o n s t r a t e d  l o w e r  c e l l  
g r o w t h  o n  s m a l l e r  p i t t e d  t o p o g r a p h i e s  a s  o p p o s e d  t o  t h e  c o n t r o l .  T h e  l a r g e r  p i t s  w e r e  f o u n d  t o  
p e r f o r m  a s  w e l l  a s  t h e  c o n t r o l s .  A  g e n e r a l i s e d  s t a t e m e n t  a b o u t  p i t t e d  a n d  c o n t r o l  s a m p l e s  
c a n n o t  b e  m a d e  w i t h  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t h i s  s t u d y  a s  t h e y  v a r i e d  d e p e n d i n g  o n  s u r f a c e  
c o a t i n g  a n d  p i t  d i a m e t e r .  O u r  r e s u l t s  ( r e f e r  F i g u r e  1 1 5 b )  i n d i c a t e d  a n  i n c r e a s e  i n  M G 6 3  c e l l  
v i a b i l i t y  w i t h  a n  i n c r e a s e d  p i t  d i a m e t e r  f o r  c p T i  a n d  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s .  R e s u l t s  w e r e  
r e l a t i v e l y  s i m i l a r  f o r  a l l  t h r e e  m a t e r i a l s  c o a t e d  o v e r  5  / l m  p i t s ,  h o w e v e r  t h e  l a r g e r  1 5  / l m  p i t s  
r e v e a l e d  c p T i  t o  h a v e  a  g r e a t e r  c e l l  v i a b i l i t y  c o m p a r e d  t o  r u t i l e , .  w h i l e  D L C  s h o w e d  
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s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  ( P < O . O I )  c e l l  v i a b i l i t y  c o m p a r e d  t o  r u t i l e .  T h e  p i t t e d  t o p o g r a p h y  
p e r f o r m e d  b e t t e r  t h a n  t h e  p i l l a r e d  s u r f a c e s  f o r  c p T i  a n d  D L C  c o a t i n g s ,  w h i l e  t h e  r u t i l e  
c o a t i n g  a c h i e v e d  s i m i l a r  r e s u l t s  f o r  b o t h  s u r f a c e  t y p e s .  T h i s  w e n t  a g a i n s t  w o r k  b y  G r e e n  e t  a l .  
[ 3  I  0 ]  w h i c h  f o u n d  p i l l a r e d  s u r f a c e s  w e r e  b e t t e r  a c c e p t e d  b y  f i b r o b l a s t  c e l l s  t h a n  p i t s .  
G r o o v e d  t o p o g r a p h y  s h o w e d  g r e a t e r  c e l l  v i a b i l i t y  o v e r a l l  c o m p a r e d  t o  t h e  p i t t e d  s u r f a c e  f o r  
a l l  m a t e r i a l  t y p e s .  
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F i g u r e  1 1 5 :  O v e r a l l  M C 6 3  c e U  v i a b i l i t y  r e s u l t s  f o r  t h e  ( a )  g r o o v e d  s p e c i m e n s  a n d  t h e  ( b )  p i l l a r e d  a n d  
p i t t e d  s p e c i m e n s .  M C 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d  a y  p e r i o d .  
O f  t h e  t h r e e  s u r f a c e  t o p o g r a p h i e s ,  p a r a l l e l  g r o o v e d  s u r f a c e s  w e r e  m o r e  f a v o u r a b l e  f o r  a l l  
t h r e e  m a t e r i a l  c o a t i n g s  i n  t e l m s  o f  c e l l  v i a b i l i t y .  
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4 . 2 . 3 .  C E L L  A T T A C H M E N T  
4 . 2 . 3 . 1 .  P A R A L L E L  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y  
4 . 2 . 3 . 1 . 1 .  C O M M E R C I A L L Y  P U R E  T I T A N I U M  
I l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 1 6  a r e  t h e  r e s u l t s  f o r  c e l l  a t t a c h m e n t  o n t o  p a r a l l e l  g r o o v e d  s u r f a c e s  w i t h  
a  c p T i  c o a t i n g .  T h e  c o n t r o l ,  2  I l m  a n d  1 0  ! - t m  s a m p l e s  d i s p l a y e d  a b o u t  8 0  %  c e l l  a t t a c h m e n t ,  
w i t h  t h e  4  I l m  a n d  8  ! - t m  s a m p l e s  a c h i e v i n g  s l i g h t l y  l o w e r  a t t a c h m e n t  a t  6 5  %  a n d  7 5  % ,  
r e s p e c t i v e l y .  R e s e a r c h e r s  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  s m o o t h e r  u n p a t t e m e d  s u r f a c e s  d e m o n s t r a t e  
l o w e r  a d h e s i o n  l e v e l s  o n  t i t a n i u m  s p e c i m e n s  [ 1 6 6 ,  2 2 4 ,  2 2 5 ] .  S u c h  a  t r e n d  w a s  n o t  n o t i c e a b l e  
i n  t h e  r e s u l t s  d i s p l a y e d  i n  F i g u r e  1 1 6  a s  t h e  m a j o r i t y  d i d  n o t  s h o w  a n y  s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n .  
T h e  o n l y  s i g n i f i c a n t  r e s u l t  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  ( P < 0 . 0 5 )  i n  a t t a c h m e n t  f o r  t h e  4  I l m  
c o m p a r e d  t o  t h e  2  I l m  s a m p l e .  
C E L L  A T T A C H M E N T  
-
8 0  - H  
. . .  
. . . . . .  ~.~.~-----
6 0  - H  
4 0 + - 1  
2 0  - H  
o  I  
C O N T R O L  2 m i c r o n  4 m i c r o n  8 m i c r o n  1 0 m i c r o n  T C P  
< : p T i  
T C P  
• • • • • • •  
F i g u r e  1 1 6 :  M G 6 3  c e l l  a t t a c h m e n t  o n  c p T i  s u b s l r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  T h e  e r r o r  b a r s  
r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
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4 . 2 . 3 . 1 . 2 .  R U T I L E  
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( p m )  
F i g u r e  1 1 7 :  M G 6 3  c e l l  a t t a c h m e n t  o n  r u t i l e  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e  . ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  
e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  
p e r i o d .  
F i g u r e  1 1 7  d i s p l a y e d  t h e  c e l l  a t t a c h m e n t  r e s u l t s  f o r  r u t i l e  c o a t e d  s a m p l e s  w i t h  a  p a r a l l e l  
g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  T h e  c o n t r o l ,  8  ~m a n d  I  0  ~m s a m p l e s  s h o w e d  a  c e l l  a t t a c h m e n t  l e v e l  o f  
a b o u t  7 0  % ,  w i t h  t h e  2  ~m s h o w i n g  a  s m a l l  i n c r e a s e  o f  u p  t o  8 0  % .  T h e  4  ~m s a m p l e  
r e c o r d e d  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  o f  a b o u t  9 0  % ,  i . e . ,  2 0 %  h i g h e r  t h a n  t h e  c o n t r o l ,  8  ~m a n d  1 0  
~m s p e c i m e n s .  I n  t e I J n s  o f  a  v i s i b l e  t r e n d ,  t h e r e  e x i s t e d  a n  i n c r e a s e  i n  a t t a c h m e n t  w i t h  a n  
i n c r e a s e  i n  g r o o v e  s i z e  u p  t o  4  ~m a n d  t h e n  a  f a l l  b a c k  t o  l e v e l s  s i m i l a r  t o  t h e  c o n t r o l .  T h e  
s m a l l e r  g r o o v e  s i z e s  f o r  r u t i l e  c o a t e d  s u r f a c e s  a p p e a r e d  t o  b e  s l i g h t l y  m o r e  p r e f e r a b l e  
c o m p a r e d  t o  t h e  8  ~m a n d  I  0  ~m s a m p l e s .  
4 . 2 . 3 . 1 . 3 .  A N A T  A S E  
D e p i c t e d  i n  F i g u r e  1 1 8  w e r e  t h e  c e l l  a t t a c h m e n t  l e v e l s  f o r  p a r a l l e l  g r o o v e d  s a m p l e s  w i t h  a n  
a n a t a s e  s u r f a c e  c o a t i n g .  T h e  c o n t r o l  s a m p l e  a v e r a g e d  a  c e l l  a t t a c h m e n t  l e v e l  o f  a b o u t  6 8  % ,  
w i t h  t h e  4  ~m, 8  ~m, a n d  I  0  ~m s a m p l e s  s h o w i n g  a  s l i g h t  i n c r e a s e  o f  u p  t o  7 5  % .  T h e  2  ~m 
s p e c i m e n  r e c o r d e d  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  a t t a c h m e n t  o f  a b o u t  8 0  %  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  
s u r f a c e .  N o  n o t i c e a b l e  t r e n d  e x i s t e d  w i t h  t h e  d a t a  i n  F i g u r e  1 1 8 .  T h e  s m a l l e r  g r o o v e  s i z e ,  2  
~m, a p p e a r e d  t o  b e  p r e f e r a b l e  c o m p a r e d  t o  t h e  l a r g e r  4  ~m, 8  ~m, a n d  1 0  ~m s a m p l e s .  O n  
2 1 2  
t h e  w h o l e ,  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  s u r f a c e s  s h o w e d  b e t t e r  c e l l  a t t a c h m e n t  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  
c o n t r o l  s a m p l e .  
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C O N I R O L  2 m i c r o n  T C P  
A n a t a s e  
T C P  
. . . . . . .  A v e r a g e  
F i g u r e  1 1 8 :  M G 6 3  c e l l  a t t a c h m e n t  o n  a n a t a s e  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  
w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  " n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  
T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 -
d a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 3 . 1 . 4 .  A M O R P H O U S  
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A m D I p h o u s  
T C P  
S U R F A C E  R O U G H N E S S  ( p m )  
F i g u r e  1 1 9 :  M G 6 3  c e l l  a t t a c h m e n t  o n  a m o r p h o u s  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  
m a r k e d  w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  
u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  
c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
2 1 3  
D i s p l a y e d  w i t h i n  F i g u r e  1  1 9  w e r e  t h e  c e l l  a t t a c h m e n t  r e s u l t s  f o r  p a r a l l e l  g r o o v e d  s u b s t r a t e s  
w i t h  a n  a m o r p h o u s  t h i n  f i l m  c o a t i n g .  C o n t r o l  s a m p l e s  a v e r a g e d  a b o u t  a  6 0  %  a t t a c l u n e n t  
l e v e l ,  w i t h  t h e  8  j . l m  a n d  1 0  j . l f f i  s a m p l e s  s h o w i n g  a  s l i g h t  i n c r e a s e  o f  a b o u t  7 0  % .  T h e  2  I l m  
a n d  4  I l m  s a m p l e s  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  ( P < O . O O I ,  P < O . O I ,  r e s p e c t i v e l y )  i n  c e l l  
a t t a c h m e n t  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  s a m p l e .  O n c e  a g a i n ,  s i m j l a r  t o  t h e  r u t i l e  d a t a ,  s m a l l e r  
g r o o v e d  ( 2  j . l m  a n d  4  I l m )  s u r f a c e s  s h o w e d  b e t t e r  a t t a c h m e n t  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  l a r g e r  8  
I l m  a n d  1 0  j . l m  s a m p l e s .  T h e  g e n e r a l  t r e n d  r e v e a l e d  a  g r a d u a l  d r o p  i n  c e l l  a t t a c h m e n t  w i t h  a n  
i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h .  A l l  g r o o v e d  s a m p l e s  s h o w e d  a  b e t t e r  c e l l  a t t a c h m e n t  l e v e l  t h a n  t h e  
c o n t r o l .  
4 . 2 . 3 . 1 . 5 .  D I A M O N D - L I K E  C A R B O N  
F i g u r e  1 2 0  p r e s e n t e d  t h e  d a t a  f o r  M G 6 3  c e l l  a t t a c h m e n t  o n t o  g r o o v e d  s u r f a c e s  w i t h  a  D L C  
s u r f a c e  c o a t i n g .  T h e  c o n t r o l ,  2  j . l m ,  a n d  8  j . l m  s u b s t r a t e s  a v e r a g e d  a  c e l l  a t t a c h m e n t  l e v e l  o f  
a b o u t  8 0  % .  T h e  1 0  j . l m  s u b s t r a t e s  d i s p l a y e d  s l i g h t l y  l o w e r  l e v e l s .  T h e  4  j . l m  g r o o v e d  
s u b s t r a t e  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  c e l l  a t t a c h m e n t  l e v e l  o f  a b o u t  5 0  %  c o m p a r e d  t o  t h e  
c o n t r o l  ( P < O . O O I ) ,  2  j . l m  ( P < O . O O I ) ,  8  I l m  ( P < O . O O I )  a n d  1 0  j . l m  ( P < 0 . 0 5 )  s a m p l e s .  N o  
g e n e r a l  t r e n d  i n  t h e  d a t a  w a s  v i s i b l e .  
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C O N I R O L  2 m i c r o n  4 m i c r o n  8 m i c r o n  1 0 m i c r o n  T C P  
D L C  
T C P  
. . . . . . .  A v e r a g e  
F i g u r e  1 2 0 :  M G 6 3  c e l l  a t t a c h m e n t  o n  D L C  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e · ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  
e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d  a y  
p e r i o d .  
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1 5 1 1 u e e D n  
T C P  
( p m )  
F i g u r e  1 2 1 :  M G 6 3  c e l l  a t t a c h m e n t  o n  ( a )  c p T i ,  ( b )  R u t i l e ,  a n d  ( c )  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  p i l l a r e d  
t o p o g r a p h y .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  
c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
2 1 5  
F i g u r e  1 2 1  d i s p l a y e d  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l  a t t a c h m e n t  f o r  s u b s t r a t e s  w i t h  a  p i l l a r e d  
t o p o g r a p h y  a n d  e i t h e r  a  c p T i ,  r u t i l e  o r  D L C  c o a t i n g .  N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  r e s u l t s  
w e r e  f o u n d  b e t w e e n  t h e  u n p a t t e r n e d  a n d  p a t t e r n e d  s u r f a c e s .  H o w e v e r ,  t h e  c p T i ,  D L C  a n d  
r u t i l e  s a m p l e s  s h o w e d  v e r y  s l i g h t  d e c r e a s e s  i n  c e l l  a t t a c h m e n t  b e t w e e n  t h e  5  I l m  a n d  1 5  I l m  
p i U a r e d  s u r f a c e s .  P a t t e r n e d  ( 5  I l m  a n d  1 5  I l m )  r u t i l e  s a m p l e s  d i s p l a y e d  h i g h e r  a t t a c h m e n t  
r a t e s  t h a n  t h e  c o n t r o l .  T h e  p r e s e n c e  o f  a  t e x t u r e  s u r f a c e  o n  t h e  r u t i l e  c o a t e d  s u b s t r a t e s  
a p p e a r e d  t o  e n h a n c e  t h e  a t t a c h m e n t  p o t e n t i a l  o f  t h e  o s t e o b l a s t  c e l l .  T h e  D L C  c o a t e d  s u r f a c e  
s h o w e d  a  s l i g h t  g r a d u a l  d e c r e a s e  i n  a t t a c h m e n t  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  p i l l a r  d i a m e t e r .  
A l l  c o a t i n g  t y p e s  a n d  p i l l a r  s i z e s  a v e r a g e  a b o u t  a n  8 0  %  a t t a c h m e n t  r a t e .  H o w e v e r ,  w h e r e a s  
t h e  p i l l a r e d  s t r u c t u r e s  o n  t h e  r u t i l e  c o a t e d  s u r f a c e  e n h a n c e d  t h e  a t t a c h m e n t  p o t e n t i a l  o f  t h e  
o s t e o b l a s t  c e l l ,  t h e  t e x t u r e  c p T i  a n d  D L C  c o a t e d  s a m p l e s  a p p e a r e d  t o  d e c r e a s e  t h e  r a t e  o f  
a t t a c h m e n t .  
4 . 2 . 3 . 3 .  P I T T E D  T O P O G R A P H Y  
D i s p l a y e d  w i t h i n  F i g u r e  1 2 2  w e r e  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l  a t t a c h m e n t  f o r  c p T i ,  r u t i l e  a n d  D L C  
c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  T h e  c p T i  a n d  r u t i l e  c o a t e d  s a m p l e s  a l l  a v e r a g e d  
a b o u t  a n  8 0  %  a t t a c h m e n t  r a t e ,  w h i l e  t h e  D L C  c o a t e d  s a m p l e s  p r e s e n t e d  a  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  
a t t a c h m e n t  o f  a b o u t  9 0  % .  N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  r e s u l t s  w e r e  f o u n d  b e t w e e n  t h e  
u n p a t t e r n e d  a n d  p a t t e r n e d  s u r f a c e s .  T h e r e  w a s  a  s l i g h t  d e c r e a s e  i n  a t t a c h m e n t  b e t w e e n  t h e  5  
I l m  a n d  1 5  I l m  p i t t e d  s u r f a c e s .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  D L C  c o a t e d  s p e c i m e n s  s h o w e d  a  s l i g h t  
i n c r e a s e  i n  c e l l  a t t a c h m e n t  b e t w e e n  t h e  5  I l m  a n d  1 5  I l m  s a m p l e s .  
T h e  p i l l a r e d  c p T i  a n d  D L C  g r a p h s ,  s e e n  i n  F i g u r e  1 2 3 b ,  s h o w e d  a  g r a d u a l  d e c r e a s e  i n  
a t t a c h m e n t  l e v e l s  a s  t h e  p i l l a r  d i a m e t e r  i n c r e a s e d .  R u t i l e  s a m p l e s  g e n e r a t e d  s i m i l a r  l e v e l s  o f  
a t t a c h m e n t  f o r  t h e  5  I l m  a n d  1 5  I l m  s a m p l e s  a s  t h e  r e s p e c t i v e  c p T i  a n d  D L C  c o a t e d  
s u b s t r a t e s .  U n l i k e  t h e  c p T i  a n d  D L C  s a m p l e s ,  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  a p p e a r e d  t o  i m p r o v e  
t h e  a t t a c h m e n t  l e v e l s  o f  r u t i l e  w h e n  c o m p a r e d  t o  i t s  r e s p e c t i v e  c o n t r o l .  I n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  
c e l l  a t t a c h m e n t  l e v e l s  o n  g r o o v e d  t o p o g r a p h y ,  p i l l a r e d  s a m p l e s  p e r f o r m e d  t o  s i m i l a r  l e v e l s  
f o r  a l l  t h r e e  c o a t i n g  m a t e r i a l s  ( c p T i ,  D L C  a n d  r u t i l e ) .  
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1 5  m i c r o n  
T C P  
( p m )  
F i g u r e  1 2 2 :  M G 6 3  c e l l  a t t a c h m e n t  o n  ( a )  c p T i ,  ( b )  R u t i l e ,  a n d  ( c )  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  p i t t e d  
t o p o g r a p h y .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  
c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
2 1 7  
4 . 2 . 3 . 4 .  O V E R A L L  
T h e  o v e r a l l  a t t a c h m e n t  r e s u l t s  i n  F i g u r e  1 2 3  d i d  i n d j c a t e  a  v a r i a t i o n  i n  a t t a c h m e n t  w i t h  
c h a n g e s  i n  t h e  t y p e  a n d  s i z e  o f  t h e  s u b s t r a t e  t o p o g r a p h i e s .  R e s e a r c h  h a s  s t a t e d  t h a t  a n  a l t e r e d  
s u r f a c e  t o p o g r a p h y  d o e s  a l t e r  t h e  s t r u c t u r a l  o r g a n i z a t i o n  o f  c o m p o n e n t s  o f  c e l l  a d h e s i o n  l i k e  
i n t e g r i n s  a n d  v i n c u l i n  c o n t a c t s  [ 2 1 9 ) .  A s  y e t ,  t h e  e x a c t  i n f l u e n c e s  o f  s u r f a c e  t o p o g r a p h i c a l  
f e a t u r e s  a n d  t h e  e x t e n t  o f  t h e  i n f l u e n c e  i s  n o t  w e l l  u n d e r s t o o d .  R a n d o m l y  r o u g h e n e d  s u r f a c e s  
o f  c p T i  h a v e  s h o w n  i n c r e a s e s  i n  o s t e o b l a s t  a t t a c h m e n t  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  
[ 1 5 0 ,  1 5 1 ) .  M  i c r o  t e x t u r e d  s u r f a c e s  p a t t e r n e d  o n  p o l y s t y r e n e  h a v e  s h o w n  n o  v a r i a t i o n  i n  
f i b r o b l a s t  c e l l  a t t a c h m e n t  w i t h  c h a n g e s  t o  t o p o g r a p h i c  d i m e n s i o n s  [ 3 0 2 ] .  
I l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 2 3 a  i s  a  c o m p a r a t i v e  g r a p h  o f  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l  a t t a c h m e n t  f o r  a l l  
m a t e r i a l s  c o a t e d  o n t o  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o n t r o l  s a m p l e s  w i t h  t h e  D L C  a n d  
c p T i  c o a t i n g  s h o w e d  a  h i g h e r  c e l l  a t t a c h m e n t  o f  a b o u t  8 5  %  c o m p a r e d  t o  a l l  t i t a r u u m  o x i d e  
c o a t i n g s ,  w i t h  t h e  D L C  s u b s t r a t e  s b o w i n g  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  ( P < 0 . 0 5 ) .  A n  i n c r e a s e  i n  
c e l l  a t t a c b m e n t  u p  t o  c p T i  a n d  D L C  l e v e l s  w a s  s e e n  f o r  a l l  t h r e e  o x i d e  c o a t i n g s  w i t h  a  2  f l m  
g r o o v e d  s u r f a c e ,  c o m p a r e d  t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  c o n t r o l s .  C e l l  a t t a c h m e n t  l e v e l s  f o r  r u t i l e  
i n c r e a s e d  f u r t h e r  o n  t h e  4  f l m  s u r f a c e  w i t h  t b e  a n a t a s e ,  a m o r p h o u s  a n d  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s  
r e c o r d i n g  s l i g h t  d e c r e a s e s .  D L C  s a m p l e s  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t  d r o p  ( P < O. O O  I )  c o m p a r e d  t o  i t s  
c o n t r o l  a n d  2  f l m  s a m p l e .  T h e r e  e x i s t e d  l i t t l e  d i f f e r e n c e  i n  a t t a c h m e n t  r e s u l t s  b e t w e e n  t h e  
v a r i o u s  c o a t i n g  m a t e r i a l s  w h e n  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  o v e r  t h e  l a r g e r  8  f l m  a n d  1 0  f l m  g r o o v e d  
t o p o g r a p h y .  T h e  t i t a r u u m  o x i d e  c o a t i n g s  a p p e a r e d  t o  b e n e f i t  f r o m  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  
t o p o g r a p h y ,  s b o w i n g  b e t t e r  a t t a c h m e n t  l e v e l s  w i t b  t h e  p r e s e n c e  o f  g r o o v e s  c o m p a r e d  t o  t h e i r  
r e s p e c t i v e  c o n t r o l  s a m p l e s .  T h e  c p T i  a n d  D L C  s a m p l e s  s h o w e d  e i t h e r  a  n o t i c e a b l e  d r o p  i n  
a t t a c h m e n t  l e v e l s ,  a s  w i t h  t h e  4  f l m  s a m p l e s ,  o r  s l i g h t  d e c r e a s e s  a s  w i t h  t h e  8  f l m  a n d  1 0  f l m  
s a m p l e s  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  c o n t r o l s .  A l l  s a m p l e s  s h o w e d  b e t t e r  t h a n  5 0  %  
a t t a c h m e n t .  
T h e  p i t t e d  t o p o g r a p h y  g r a p h ,  s e e n  i n  F i g u r e  1 2 3 b ,  s h o w e d  a  s l i g h t  d r o p  i n  c e l l  a t t a c h m e n t  
l e v e l s  f r o m  t h e  5  f l m  t o  1 5  f l m  s u r f a c e s  b o t h  f o r  c p T i  a n d  m t i l e  c o a t e d  s a m p l e s .  D L C  c o a t e d  
s a m p l e s ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  s h o w e d  a  s l i g h t  i n c r e a s e  w h e n  c o m p a r i n g  t h e  5  f l m  t o  1 5  f l m  
s u r f a c e s .  I n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y ,  t h e  p i t t e d  s u r f a c e s  p e r f o l l l l e d  t o  s i m i l a r  
l e v e l s  f o r  t h e  c p T i  a n d  r u t i l e  s u b s t r a t e s .  D L C  c o a t e d  s a m p l e s  w i t h  p i t t e d  t o p o g r a p h y  
p e r f O l m e d  b e t t e r  t h a n  t h e  D L C  p i l l a r e d  s u r f a c e s .  C o m p a r e d  t o  t h e  g r o o v e d  t o p o g r a p h y ,  p i t t e d  
t o p o g r a p h y  p e r f O l  m e d  s i m i l a r l y  f o r  c p T i  a n d  r u t i l e ,  w h i l e  D L C  p e r f o l l n e d  s l i g h t l y  b e t t e r .  
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1 5  m i c r o n  T C P  
F i g u r e  1 2 3 :  O v e r a l l  M C 6 3  c e l l  a t t a c h m e n t  r e s u l t s  f o r  t h e  ( a )  g r o o v e d  s p e c i m e n s  a n d  t h e  ( b )  p i l l a r e d  a n d  
p i t t e d  s p e c i m e n s .  M C 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
O v e r a l l ,  t h e  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  f o r  a l l  b i o m a t e r i a l s  t e s t e d  s h o w e d  c e l l  a t t a c h m e n t  r a t e s  
b e t w e e n  7 0 - 9 0  % ,  w h i l e  t h e  p i t t e d  a n d  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  s h o w e d  l e v e l s  b e t w e e n  8 0 - 9 0  % .  
T h e  4  l l m  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  s h o w e d  t h e  l a r g e s t  s c a t t e r  o f  r e s u l t s  f r o m  5 0 - 9 0  %  a t t a c h m e n t  
l e v e l s ,  w h i c h  w a s  u n u s u a l  w h e n  c o m p a r e d  t o  a l l  t h e  o t h e r  s a m p l e  g r o u p s .  E x c l u d i n g  t h e  4  l l m  
g r o o v e d  s a m p l e s ,  t h e r e  w a s  l i t t l e  d i f f e r e n c e  i n  a t t a c h m e n t  b e t w e e n  t h e  t h r e e  t o p o g r a p h y  
t y p e s .  H o w e v e r ,  i t  w a s  c l e a r l y  v i s i b l e  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  a  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  o n  t i t a n i u m  
o x i d e  c o a t i n g s  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  i t s  l e v e l s  o f  a t t a c h m e n t  c o m p a r e d  t o  t h e  r e s p e c t i v e  
c o n t r o l s .  
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4 . 2 . 4 .  C E L L  P R O L I F E R A T I O N  
T h i s  s e c t i o n  d i s c u s s e d  t h e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  v a r i o u s  b i o m a t e r i a l  
c o a t i n g  a n d  t o p o g r a p h y  c o m b i n a t i o n s .  R e s u l t s  w e r e  p r e s e n t e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  t i s s u e  
c u l t u r e  p l a s t i c  c o n t r o l .  
4 . 2 . 4 . 1 .  P A R A L L E L  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y  
4 . 2 . 4 . 1 . 1 .  C O M M E R C I A L L Y  P U R E  T I T A N I U M  
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C O N  I  R O L  2  m i c r o n  4  m i c r o n  8  m i c r o n  1 0  m i c r o n  
. . . . . . . .  A v e r a g e  
F i g u r e  1 2 4 :  M G 6 3  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  t r i t i a t e d  t h y m i d i n e  i n t r o d u c e d  f o r  t h e  l a s t  2 4  h o u r s  o f  c u l t u r e  
o n  c p T i  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  "  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  
o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
I l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 2 4  w e r e  t h e  p e r c e n t  p r o l i f e r a t i o n  r e s u l t s  o f  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s  w i t h  a  
p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p b y .  T h e  2  I l m ,  4  I l m ,  8  I l m ,  a n d  1 0  I l m  s b o w e d  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  
( P < O. O  I ,  P < O . O O  I ,  r e s p e c t i v e l y )  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  W i t h i n  t h e  
g r o o v e d  s p e c i m e n s ,  t b e r e  w a s  a  s l i g b t  b u t  i n s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  g r o o v e  
w i d t h .  F r o m  t h e  r e s u l t s  w e  c a n  c o n c l u d e  t h a t  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  c o n s i d e r a b l y  
e n h a n c e d  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t b e  c p T i  c o a t i n g ,  w b e n  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  
c o n t r o l .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  r e a s o n a b l y  c o n s i s t e n t  w i t h  w o r k  b y  L i n c k s  e t  a l .  [ 2 0 8 ]  w h o  s t a t e d  
t h a t  s u r f a c e s  w i t h  h i g b e r  r o u g h n e s s ,  b e n c e  a  h i g h e r  s u r f a c e  a r e a  s u c h  a s  i s  t r u e  f o r  t h e  2  I l m  
s a m p l e ,  d i s p l a y  l o w e r  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  
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4 . 2 . 4 . 1 . 2 .  R U T l L E  
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4 n i c r o n  8  m i c r o n  1 0  l I i e l o n  
. . . . . . .  A v e r a g e  
S U R F A C E  
( p m )  
F i g u r e  1 2 5 :  M G 6 3  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  t r i t i a t e d  t h y m i d i n e  i n t r o d u c e d  f o r  t h e  l a s t  2 4  h o u r s  o f  c u l t u r e  
o n  r u t i l e  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  
o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n  p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T b e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S I ! : M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
F i g u r e  1 2 5  d i s p l a y e d  t b e  p e r c e n t  p r o l i f e r a t i o n  f o r  p a r a l l e l  g r o o v e d  s u r f a c e s  w i t h  a  r u t i l e  
c o a t i n g .  T h e  4  I - I m  ( P < O . O O  I )  a n d  1 0  I - I m  ( P < O . 0 5 )  s a m p l e s  d i s p l a y e d  c o n s i d e r a b l y  l o w e r  
p e r c e n t a g e  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  s p e c i m e n ,  w h i l e  t h e  8  I - I m  ( P < O . O O I )  s a m p l e  r e c o r d e d  a  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  p e r c e n t a g e .  T h e  2  I - I m  s p e c i m e n  s h o w e d  a  s l i g h t l y  g r e a t e r  p e r c e n t a g e  o f  
p r o l i f e r a t i o n  t h a n  t h e  r u t i l e  c o n t r o l ,  h o w e v e r  n o t  s i g n i f i c a n t .  N o  g e n e r a l  t r e n d  e x i s t e d ,  l i n k i n g  
c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  g r o o v e  d i m e n s i o n  f o r  t h e  r u t i l e  c o a t e d  s a m p l e s .  W h a t  c a n  b e  c o n c l u d e d  
i s  t h a t  t h e  4  I - I m  a n d  1 0  I - I m  s u r f a c e s  d e c r e a s e d  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t b e  c e l l s  w h i l e  t h e  
2  I - I m  a n d  8  I - I m  s u r f a c e s  e n h a n c e d  t b e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y ,  w b e n  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  
s u b s t r a t e .  
4 . 2 . 4 . 1 . 3 .  A N A T  A S E  
D e p i c t e d  i n  F i g u r e  1 2 6  w e r e  t b e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  r e s u l t s  f o r  g r o o v e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a n  
a n a t a s e  s u r f a c e  c o a t i n g .  A l l  p a r a l l e l  g r o o v e d  s a m p l e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < O . O O  I )  
c e l l  p r o l i f e r a t i o n  r a t e s  c o m p a r e d  t o  t b e  c o n t r o l  s p e c i m e n .  C o m p a r e d  t o  t h e  2  I - I m  s a m p l e  t h e  
4 1 - 1 m ,  8  I - I m  a n d  1 0  I - I m  s p e c i m e n s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < O. O O  I )  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s .  
T h e  g e n e r a l  t r e n d  i n  t h e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  a  d e c r e a s e  i n  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  
g r o o v e  s i z e ,  m e a n i n g  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e s  n e g a t i v e l y  a f f e c t e d  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  a n a t a s e  
2 2 1  
c o a t i n g .  T h e  t r e n d  i n  t h e  d a t a  g o e s  a g a i n s t  s t a t e d  r e s e a r c h  t h a t  s u g g e s t s  t h e  l o w e r  t h e  
r o u g h n e s s ,  h e n c e  d e c r e a s e  s u r f a c e  a r e a ,  t h e  h i g h e r  t h e  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  [ 2 0 8 ] .  
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8  1 0  m i c r o n  
. • • . • • •  A v e r a g e  
F i g u r e  1 2 6 :  M G 6 3  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  t r i t i a t e d  t h y m i d i n e  i n t r o d u c e d  f o r  t h e  l a s t  2 4  h o u r s  o f  c u l t u r e  
o n  a n a t a s e  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  
r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n  p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  
f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 4 . 1 . 4 .  A M O R P H O U S  
I l l u s t r a t e d  w i t h i n  F i g u r e  1 2 7  w e r e  t h e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  r e s u l t s  f o r  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  w i t h  
a n  a m o r p h o u s  s u r f a c e  c o a t i n g .  T h e  c o n t r o l  s a m p l e  r e c o r d e d  a  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  o f  o n l y  8 0  
c o u n t s / m i n  w i t h  t h e  2  M m  s a m p l e  s h o w i n g  a  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < 0 . 0 5 )  r a t e  o f  a b o u t  6 0  
c o u n t s / m i n .  T h e  l a r g e r  4  M m ,  8  j . ! m  a n d  1 0  j . ! m  g r o o v e d  s p e c i m e n s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  
h i g h e r  ( P < O. O O  I )  r a t e s  o f  p r o l i f e r a t i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l ,  w i t h  c o u n t s / m  i n  o f  a b o u t  1 6 0 ,  
3 2 0  a n d  2 1 0 ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  l a r g e r  g r o o v e d  s u r f a c e s  d i s p l a y e d  c o n s i d e r a b l y  g r e a t e r  c e l l  
p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  t h a n  t h e  s m a l l e r  t o p o g r a p h i e s .  T h e  g e n e r a l  t r e n d  s u g g e s t e d  a n  i n c r e a s e  i n  
c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h  c o n s i s t e n t  w i t h  L i n c k s  e t  a l .  [ 2 0 8 ] .  I t  c o u l d  
b e  s a i d  t h a t  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y ,  f o r  t h e  m o s t  p a r t ,  e n h a n c e d  t h e  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  
o f  t h e  a m o r p h o u s  c o a t i n g ,  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  s a m p l e .  
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Amorp~NTROL 2  m i c r o n  
4  m i c r o n  8  m i c r o n  1 0  m i c r o n  
L  
• • • • • . .  A v e r a g e  
S U R F A C E  R O U G H N E S S  ( p m )  
F i g u r e  1 2 7 :  M G 6 3  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  t r i t i a t e d  t h y m i d i n e  i n t r o d u c e d  f o r  t h e  l a s t  2 4  h o u r s  o f  c u l t u r e  
o n  a m o r p h o u s  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  
r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t b e  u n  p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  
f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 4 . 1 . 5 .  D I A M O N D - L I K E  C A R B O N  
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• • • • . . .  A v e r a g e  S U R F A C E  R O U G H N E S S  ( p m )  
F i g u r e  1 2 8 :  M G 6 3  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  t r i t i a t e d  t h y m i d i n e  i n t r o d u c e d  f o r  t h e  l a s t  2 4  h o u r s  o f  c u l t u r e  
o n  D L C  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  
o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a l t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
D e p i c t e d  i n  F i g u r e  1 2 8  w e r e  t h e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  r e s u l t s  f o r  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  
p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o b ' f a p h y .  T h e  2  ! l l l  a n d  4  ! l m  s a m p l e s  s h o w e d  s i m i l a r  a  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  
p r o l i f e r a t i v e  p e r c e n t  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l ;  h o w e v e r  n e i t h e r  o f  t h e s e  r e s u l t s  w e r e  
2 2 3  
s i g n i f i c a n t .  T h e  l a r g e r  8  I l m  a n d  1 0  I l m  s a m p l e s  d i s p l a y e d  s i g n j f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O  I ,  
P < O . O O  I ,  r e s p e c t i v e l y )  p e r c e n t a g e s  a b o v e  3 0 0  % .  T h e  g e n e r a l  t r e n d  i n  t h e  d a t a  s u g g e s t e d  a  
g r a d u a l  i n c r e a s e  i n  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  d i m e n s i o n  c o n s i s t e n t  w i t h  
w o r k  b y  L i n c k s  e t  a l .  [ 2 0 8 ] .  O v e r a l l ,  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  
a p p e a r e d  t o  e n h a n c e  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  D L C  s u r f a c e  c o a t i n g .  
4 . 2 . 4 . 2 .  P I L L A R E D  T O P O G R A P H Y  
F i g u r e  1 2 9  i l l u s t r a t e s  t h e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  r a t e s  f o r  c p T i ,  r u t i l e  a n d  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  
w i t h  a  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y .  T h e  p i l l a r e d  c p T i  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  I  2 9 a )  d i s p l a y e d  a  s l i g h t l y  
h i g h e r ,  h o w e v e r  n o t  s i g n i f i c a n t ,  c e l l  p r o l i f e r a t i v e  p e r c e n t  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  s p e c i m e n .  
I n  t h i s  c a s e ,  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  d i d  n o t  h a l l n  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  s u r f a c e  
c o a t i n g ,  b u t  r a t h e r  s l i g h t l y  e n h a n c e d  i t .  
T h e  r u t i l e  c o a t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 2 9 b )  c l e a r l y  s h o w e d  t h e  1 5  I l m  a c h i e v i n g  a  
c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  ( P < O . O O I )  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  t h a n  e i t h e r  t h e  c o n t r o l  o r  5  I l m  s a m p l e s .  T h e  
5  I l m  s a m p l e  d i d  s h o w  a  s l i g h t l y  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  p e r c e n t a g e  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l ,  
h o w e v e r  n o t  s i g n i f i c a n t .  G r a p h i c a l  t r e n d  s u g g e s t e d  a n  i n c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  w i t h  a n  
i n c r e a s e  p i l l a r  d i a m e t e r .  O v e r a l l ,  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  a p p e a r e d  t o  e n h a n c e  t h e  
p r o l i f e r a t i v e  r a t e  o f  t h e  r u t i l e  s u r f a c e  c o a t i n g .  
W i t h  t h e  D L C  c o a t e d  p i l l a r e d  s p e c i m e n s  ( r e f e r  F i g u r e  I  2 9 c ) ,  t h e  5  I l m  a n d  1 5  I l m  s p e c i m e n s  
s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O O  I )  p r o l i f e r a t i v e  p e r c e n t  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  L i t t l e  
d i f f e r e n c e  i n  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  e x i s t e d  b e t w e e n  t h e  t w o  p i l l a r e d  s p e c i m e n s .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  
p i l l a r e d  s t r u c t u r e s  c l e a r l y  e n h a n c e d  t h e  p e r f o l l n a n c e  o f  t h e  0  L C  c o a t i n g .  
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. . . . . . .  A v e r a g e  
F i g u r e  1 2 9 :  M G 6 3  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  t r i t i a t e d  t h y m i d i n e  i n t r o d u c e d  f o r  t h e  l a s t  2 4  h o u r s  o f  c u l t u r e  
o n  ( a )  c p T i ,  ( b )  R u t i l e ,  a n d  ( c )  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e · ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  
e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i D  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  
p e r i o d .  
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C O N  I  R O L  
( p m )  
F i g u r e  1 3 0 :  M G 6 3  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  t r i t i a t e d  t h y m i d i n e  i n t r o d u c e d  f o r  t h e  l a s t  2 4  h o u r s  o f  c u l t u r e  
o n  ( a )  c p T i ,  ( b )  R u t i l e ,  a n d  ( c )  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  
t h e ' ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  
e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  
p e r i o d .  
2 2 6  
P r e s e n t e d  i n  F i g u r e  1 3 0  w e r e  t h e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  r e s u l t s  f o r  c p T i ,  D L C  a n d  r u t i l e  c o a t e d  
s a m p l e s  w i t h  a  p i t t e d  s u r f a c e  t o p o g r a p h y .  T h e  c p T i  r e s u l t s  d i s p l a y e d  i n  F i g u r e  1 3 0 a  s h o w e d  
t h a t  t h e  5  ! l m  s a m p l e s  h a v e  a  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  p e r c e n t a g e  t h a n  e i t h e r  t h e  
c o n t r o l  ( P < O . O I )  o r  I S  ! l m  ( P < 0 . 0 5 )  s p e c i m e n s .  T h e  l a r g e r  I S  ! l m  s p e c i m e n  s h o w e d  o n l y  a  
s l i g h t  i n c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  I n  g e n e r a l ,  t h e  p i t t e d  t o p o g r a p h y  
a p p e a r e d  t o  e n h a n c e  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  c p T i  c o a t i n g .  
T h e  5  ! l m  a n d  I S  ! l m  r u t i l e  c o a t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 3  O b  )  b o t h  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  
h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  p e r c e n t a g e s  t h a n  t h e  c o n t r o l .  H o w e v e r ,  b e t w e e n  t h e  5  ! l m  a n d  I S  ! l m  
s a m p l e s ,  t h e  5  ! l m  s u b s t r a t e s  d i s p l a y e d  a  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < 0 . 0 5 )  l e v e l  o f  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n .  C l e a r l y  t h e  p i t t e d  t o p o g r a p h y  e n h a n c e d  t h e  p r o l i f e r a t i v e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  
r u t i l e  c o a t i n g .  
T h e  D L C  c o a t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 3 0 c )  s h o w e d  t h e  5  ! l m  s a m p l e  a c h i e v i n g  a  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O O I )  p r o l i f e r a t i v e  p e r c e n t a g e  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  a n d  I S  ! l m  
s p e c i m e n .  U n l i k e  t h e  t w o  p r e v i o u s  c o a t i n g  t y p e s ,  t h e  I S  ! l m  s p e c i m e n  s h o w e d  a  s l i g h t l y  
d e c r e a s e d  p r o l i f e r a t i v e  p e r c e n t a g e  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l ,  a l t h o u g h  n o t  s i g n i f i c a n t .  
4 . 2 . 4 . 4 .  O V E R A L L  
F i g u r e  1 3 1  g r a p h i c a l l y  d i s p l a y s  t h e  r e s u l t s  f o r  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  o f  g r o o v e d  s p e c i m e n s  ( r e f e r  
F i g u r e  1 3 l a )  a n d  t h e  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  s p e c i m e n s  ( r e f e r  F i g u r e  1 3 l b ) ,  a f f o r d i n g  a  
c o m p a r a t i v e  a n a l y s i s .  W i t h i n  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  s p e c i m e n s ,  c p T i  a n d  D L C  s p e c i m e n s  
s h o w e d  c o n s i d e r a b l y  b e t t e r  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s .  D L C  
a n d  c p T i  s p e c i m e n s  s h o w e d  a  s l i g h t ,  b u t  g r a d u a l  i n c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  w i t h  t h e  D L C  
s p e c i m e n s  m a i n t a i n i n g  a  s l i g h t l y  b e t t e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  f o r  t h e  c o n t r o l ,  8  ! l m  a n d  1 0  ! l m  
s a m p l e s .  O f  t h e  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s ,  a n a t a s e  p e r f o r m e d  l e a s t  f a v o u r a b l y  d i s p l a y i n g  a  
g r a d u a l  d e c r e a s e  i n  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  T h e  r u t i l e  c o a t i n g  f o l l o w e d  a  s i m i l a r  p a t h  t o  a n a t a s e ,  
w i t h  t h e  8  ! l m  s p e c i m e n  b e i n g  a n  e x c e p t i o n  a s  i t  s h o w e d  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n .  T h e  a m o r p h o u s  c o a t i n g  d i s p l a y e d  a n  i n c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  w i t h  a n  
i n c r e a s e  i n  g r o o v e  d i m e n s i o n  w i t h  i t  p e a k i n g  a t  8  ! l m .  I n  e v e r y  c a s e  b u t  a n a t a s e ,  t h e  g r o o v e d  
t o p o g r a p h y  e n h a n c e d  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  c o a t i n g .  
W i t h i n  t h e  p i l l a r e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 3 1  b ) ,  D L C  c o a t e d  s p e c i m e n s  p e r f o r m e d  m o r e  
f a v o u r a b l y  t h a n  c p T i  a n d  s o m e w h a t  m o r e  f a v o u r a b l y  t h a n  r u t i l e .  A l l  D L C  c o a t e d  s a m p l e s  
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a c h i e v e d  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O O  I )  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l ,  5  I l m  a n d  
1 5  I l m  c p T i  s a m p l e s .  R u t i l e  s a m p l e s  a c h i e v e d  a  s i m i l a r  l e v e l  o f  p r o l i f e r a t i o n  a s  t h e  c p T i  
c o n t r o l  a n d  5  I l m  s a m p l e s ,  b u t  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O O  I )  r a t e s  t h a n  t h e  1 5  I l m  c p T i  
s p e c i m e n .  C o m p a r i n g  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  l e v e l s  b e t w e e n  t h e  p i l l a r e d  a n d  g r o o v e d  t o p o g r a p h y ;  
p i l l a r e d  D L C  p e r f o m 1 e d  a h o u t  e q u a l l y ,  w h e r e a s  t h e  c p T i  c o a t e d  s a m p l e  p e r f o l l l l e d  m o r e  
p o o r l y .  P r o l i f e r a t i v e  r a t e s  f o r  p i l l a r e d  r u t i l e  w e r e  m o r e  f a v o u r a b l e  t h a n  w i t h  t h e  p a r a l l e l  
g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  
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F i g u r e  1 3 1 :  O v e r a l l  M G 6 3  c e l l  p r o l i r e r a t i o n  w i l h  t r i t i a t e d  t h y m i d i n e  i n t r o d u c e d  r o r  t h e  l a s t  2 4  h o u r s  o r  
c u l t u r e  r o r  t h e  ( a )  g r o o v e d  s p e c i m e n s  a n d  t h e  ( b )  p W a r e d  a n d  p i t t e d  s p e c i m e n s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  
a  3 - d  a y  p e r i o d .  
T h e  p i t t e d  D L C  s p e c i m e n s  p e r f o r m e d  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  t h a n  t h e  c p T i  c o n t r o l  ( P < O . O O  I )  a n d  
5  I l m  ( P < O . O O  I )  s a m p l e s ,  a n d  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  t h a n  t h e  r u t i l e  c o n t r o l  ( P < O . O O  I )  a n d  5  I l m  
s a m p l e s  ( P < O . O  1 ) ,  h o w e v e r  d r o p p e d  c o n s i d e r a b l y  t o  a  s i m i l a r  l e v e l  a s  t h e  r u t i l e  a n d  c p T i  1 5  
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! l m  s a m p l e s .  A  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  p i t t e d  r u t i l e  a n d  c p T i  g r a p h s  s h o w e d  a  s i m i l a r  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  l e v e l  f o r  t h e  c o n t r o l  s a m p l e s ,  h o w e v e r  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  r a t e s  f o r  t h e  5  ! l m  
( P < O . O I )  a n d  I S  ! l m  ( P < O . O I )  r u t i l e  p i t t e d  s p e c i m e n s .  W h e n  c o m p a r i n g  t h e  p i t t e d  
t o p o g r a p h i e s  t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  p a r a l l e l  g r o o v e d  g r a p h s ,  i t  i s  q u i t e  c o m p a r a b l e  f o r  t h e  D L C  
p i t t e d  s a m p l e s  h o w e v e r  t h e  l a r g e r  g r o o v e d  D L C  s a m p l e s  d i s p l a y  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s .  
B e t w e e n  t h e  c p T i  g r a p h s ,  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  c p T i  s a m p l e s  s h o w e d  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  r a t e s  c o m p a r e d  t o  t h e  r e s p e c t i v e  p i t t e d  g r a p h .  T h e  p i t t e d  r u t i l e  g r a p h  s h o w e d  a  
s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  c o m p a r e d  t o  t h e  r u t i l e  g r o o v e d  s p e c i m e n s .  C o m p a r i n g  
t h e  p i t t e d  a n d  p i l l a r e d  r u t i l e  s p e c i m e n s ,  i t  i s  q u i t e  v i s i b l e  t h a t  t h e  5  ! l m  p i t t e d  r u t i l e  s p e c i m e n s  
p e r f o r m e d  c o n s i d e r a b l y  b e t t e r  w i t h  t h e  o p p o s i t e  b e i n g  t r u e  f o r  t h e  I S  ! l m  s a m p l e s .  T h e  c p T i  
p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  g r a p h s  w e r e  q u i t e  s i m i l a r  f o r  b o t h  t h e  5  ! l m  a n d  I S  ! l m  t o p o g r a p h i e s .  D L C  
p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  s p e c i m e n s  s h o w e d  c o m p a r a b l e  r e s u l t s  f o r  t h e  5  ! l m  s p e c i m e n s  h o w e v e r  
s h o w e d  t h e  p i t t e d  D L C  s p e c i m e n  t o  h a v e  a  c o n s i d e r a b l y  l o w e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  c o m p a r e d  t o  
t h e  r e s p e c t i v e  p i l l a r e d  s p e c i m e n s .  
O v e r a l l ,  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  p r o d u c e d  b e t t e r  p r o l i f e r a t i v e  r e s u l t s  f o r  c p T i  a n d  D L C  c o a t i n g s ,  
w h i l e  p i t t e d  a n d  p i l l a r e d  t o p o g r a p h i e s  p r o d u c e d  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  r e s u l t s  f o r  t h e  r u t i l e  
s u r f a c e  c o a t i n g .  T h e  s c a t t e r  o f  r e s u l t s  f o u n d  b e t w e e n  t h e  c p T i  a n d  D L C  s a m p l e s  c o m p r i s i n g  
t h e  g r o o v e d ,  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  s u r f a c e s  w a s  f o u n d  t o  b e  v e r y  s i m i l a r  a n d  m i n i m a l .  I t  i s  
h y p o t h e s i s e d  t h a t  t h e  o s t e o b l a s t s '  p r e f e r e n c e  t o  t h e  c p T i  a n d  D L C  c o a t i n g  m a t e r i a l s  
o v e r s h a d o w e d  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  s u r f a c e  t o p o g r a p h i e s .  H o w e v e r ,  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t e d  
s u r f a c e s  s h o w e d  c o n s i d e r a b l e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  s c a t t e r  o f  r e s u l t s  b e t w e e n  t h e  g r o o v e d ,  a n d  
p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  s u r f a c e s .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  t o p o g r a p h y  ( i . e .  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  s u r f a c e  
s t r u c t u r e s )  a p p e a r e d  t o  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  i m p r o v i n g  o s t e o b l a s t  p r o l i f e r a t i o n  o n  t h e  
b i o m a t e r i a l  s u r f a c e .  
R e s e a r c h  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  c e l l s  a r e  a f f e c t e d  b y  c h a n g e s  i n  s u r f a c e  
t o p o g r a p h y  [ 1 6 6 ,  2 0 8 ,  2 2 3 - 2 2 5 ]  a n d  t h i s  w a s  f o u n d  t o  b e  t r u e  f o r  t h e  m a t e r i a l s  a n d  
t o p o g r a p h i e s  t e s t e d  i n  t h i s  s t u d y .  A l l  c o a t e d  p a r a l l e l  g r o o v e d  s a m p l e s ,  e x c e p t  a n a t a s e ,  a n d  a l l  
p i l l a r e d  s a m p l e s  d i s p l a y e d  a n  i n c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  s i z e  o f  t h e  
s u r f a c e  f e a t u r e  ( i . e .  w i d e r  g r o o v e s  a n d  l a r g e r  p i l l a r e d  s u r f a c e s  p r o d u c e d  t h e  g r e a t e s t  
p r o l i f e r a t i o n  l e v e l s )  c o n s i s t e n t  w i t h  w o r k  b y  L i n c k s  e t  a l .  [ 2 0 8 ] .  V a n  K o o t e n  e t  a l .  [ 4 2 0 ] ,  
h o w e v e r ,  f o u n d  t h a t  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  s i z e ,  t h e r e  w a s  a  c o r r e s p o n d i n g  d e c r e a s e  i n  
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p r o l i f e r a t i o n ,  a l t h o u g h  t h i s  s t u d y  w a s  c o n d u c t e d  o n  s i l i c o n e .  T h i s  m a y  p r o v e  t h e  i m p o r t a n c e  
o f  c o n d u c t i n g  a  s t u d y  o n  m a t e r i a l s  w h i c h  c o u l d  b e  u t i l i s e d  f o r  i m p l a n t  a p p l i c a t i o n s ,  a s  w a s  
d o n e  i n  t h i s  t h e s i s .  P i t t e d  s u b s t r a t e s  h o w e v e r  s h o w e d  a  p e a k  p r o l i f e r a t i o n  r a t e  f o r  t h e  5  ~m 
s a m p l e s .  
4 . 2 . 5 .  T O T A L  P R O T E I N  C O N T E N T  
D i s c u s s e d  w i t h i n  t h i s  s e c t i o n  w e r e  t h e  t o t a l  l e v e l s  o f  p r o t e i n  c o n t e n t  p r e s e n t  o n  a  s u b s t r a t e .  
4 . 2 . 5 . 1 .  P A R A L L E L  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y  
4 . 2 . 5 . 1 . 1 .  C O M M E R C I A L L Y  P U R E  T I T A N I U M  
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F i g u r e  1 3 2 :  T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  c p T i  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  
m a r k e d  w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  
u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  
c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
D i s p l a y e d  w i t h i n  F i g u r e  1 3 2  w e r e  t h e  l e v e l s  o f  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  m e a s u r e d  o n  c p T i  
c o a t e d  s a m p l e s  w i t h  a  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  T h e  2  ~m a n d  c o n t r o l  s a m p l e s  a c h i e v e d  a  
s i m i l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n s .  T h e  4  ~m, 8  ~m a n d  I  0  ~m s a m p l e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  
l o w e r  ( P < O . O O  I )  c o n c e n t r a t i o n s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  A  g r a d u a l  d e c r e a s e  i n  p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n  w a s  v i s i b l e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h .  I t  a p p e a r e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  a  
p a r a l l e l  g r o o v e d  s t r u c t u r e  d i m i n i s h e d  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e m e d  
c o n t r o l  s a m p l e s .  
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4 . 2 . 5 . 1 . 2 .  R U T I L E  
P r e s e n t e d  i n  F i g u r e  1 3 3  w e r e  t h e  l e v e l s  o f  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  f o u n d  o n  r u t i l e  c o a t e d  
s a m p l e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  T h e  2  I l m ,  4  I l m  a n d  1 0  I l m  s a m p l e s  s h o w e d  
s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < O . O O  1 ,  P < O . O  1 ,  P < O . O  1 ,  r e s p e c t i v e l y )  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p r o t e i n  
c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  T h e  g e n e r a l  t r e n d  s u g g e s t e d  a n  i n c r e a s e  i n  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  
w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h  u p  t o  t h e  8  I l m  s a m p l e  a n d  t h e n  a  d e c l i n e  t o  t h e  1 0  I l m  
g r o o v e d  s u b s t r a t e s ,  h o w e v e r  a l l  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  d i s p l a y e d  l o w e r  p r o t e i n  l e v e l s  c o m p a r e d  
t o  t h e  c o n t r o l .  T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  p a r a l l e l  g r o o v e s  d i m i n i s h e d  c e l l  p r o t e i n  
l e v e l s .  
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R u t i l e  
T C P  
C O N T R O l  2 m i c r o n  8 m i c r o n  1 0 m i c r o n  
S U R F A C E  
. . . . .  )  
T C P  
F i g u r e  1 3 3 :  T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  r u t i l e  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  
m a r k e d  w i t h  t h e  . ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  
u n p a « e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  
c e U s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d  a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 5 . 1 . 3 .  A N A T A S E  
T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  r e s u l t s  f o r  a n a t a s e  c o a t e d  s a m p l e s  w i t h  a  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  
w a s  d i s p l a y e d  i n  F i g u r e  1 3 4 .  R e s u l t s  i n d i c a t e d  l i t t l e  v a r i a t i o n  i n  p r o t e i n  l e v e l s  b e t w e e n  t h e  
p a t t e r n e d  a n d  u n  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s .  O n l y  t h e  8  1 1 1 1 1  g r o o v e d  s u r f a c e  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  
l o w e r  ( P < 0 . 0 5 )  p r o t e i n  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  O v e r a l l ,  t h e  p r e s e n c e  o f  a  g r o o v e d  
t o p o g r a p h y  e i t h e r  m a i n t a i n e d  t h e  s a m e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  o r  d e c r e a s e d  l e v e l s  w h e n  
c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  
2 3 1  
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( J m I )  
• • • • . • •  A v e r a g e  
F i g u r e  1 3 4 :  T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  a n a t a s e  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  
C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  
u n  p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  
c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d  a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 5 . 1 . 4 .  A M O R P H O U S  
T O T A L  P R O T E I N  C O N C E N T R A T I O N  
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T C P  
S U R F A C E  
8  m i c r o n  1 0  m i c r o n  T C P  
( J m I )  
F i g u r e  1 3 5 :  T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  a m o r p h o u s  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  
C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  
u " p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  
c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
F i g u r e  1 3 5  d i s p l a y e d  t h e  t o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  f o u n d  o n  a m o r p h o u s  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  
g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  T h e  2  ~m, 4  ~m, 8  ~m a n d  1  0  ~m s u b s t r a t e s  a l l  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  
l o w e r  ( P < O . O O  I ,  P < O. O O  I ,  P < O . O  1 ,  P < O . O O  I ,  r e s p e c t i v e l y )  p r o t e i n  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  
2 3 2  
c o n t r o l .  T h e  l a r g e r  8  ! l m  a n d  1 0  ! l m  s a m p l e s  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O. O  I ,  P < O. 0 5 )  
p r o t e i n  l e v e l s  t h a n  t h e  s m a l l e r  g r o o v e d  s u b s t r a t e s .  O v e r a l l ,  t h e  t r e n d  i n  r e s u l t s  s u g g e s t e d  a n  
i n c r e a s e  i n  p r o t e i n  l e v e l s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h  h o w e v e r  t h e s e  l e v e l s  w e r e  s t i l l  
l o w e r  t h a n  t h e  c o n t r o l  s a m p l e s .  I t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  a  g r o o v e d  s u r f a c e  
d i m i n i s h e d  t h e  c a p a c i t y  o f  t h e  M G 6 3  c e l l s  t o  p r o d u c e  p r o t e i n ,  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  
u n p a t t e r n e d  c o n t r o l  s u r f a c e .  
4 . 2 . 5 . 1 . 5 .  D I A M O N D - L I K E  C A R B O N  
T O T A L  P R O T E I N  C O N C E N T R A T I O N  
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T C P  
( p m )  
F i g u r e  1 3 6 :  T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  D L C  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  
m a r k e d  w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  
u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  
c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d  a y  p e r i o d .  
D e p i c t e d  i n  F i g u r e  1 3 6  w e r e  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  r e s u l t s  f o r  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  
a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  T h e  2  ! l m  a n d  1 0 ! l m  s a m p l e s  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < O . O O I ,  
P < O. 0 5 ,  r e s p e c t i v e l y )  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  T h e  4  ! l m  a n d  8  ! l m  s a m p l e s  s h o w e d  s l i g h t l y  
h i g h e r ,  h o w e v e r  n o t  s i g n i f i c a n t ,  r e s u l t s  t h a n  t h e  c o n t r o l .  O v e r a l l ,  i t  c o u l d  b e  c o n c l u d e d  t h a t  
t h e  e x i s t e n c e  o f  a  g r o o v e d  s u r f a c e  e i t h e r  d i m i n i s h e d  t h e  c a p a c i t y  o f  t h e  M G 6 3  c e l l s  t o  
p r o d u c e  p r o t e i n  o r  m a i n t a i n e d  t h e  s a m e  l e v e l s ,  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l  
s u r f a c e .  
2 3 3  
4 . 2 . 5 . 2 .  P I L L A R E D  T O P O G R A P H Y  
D i s p l a y e d  i n  F i g u r e  1 3 7  a r e  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  r e s u l t s  f o r  c p T i ,  D L C  a n d  r u t i l e  c o a t e d  
s a m p l e s  w i t h  a  p i l l a r e d  s u r f a c e  t o p o g r a p h y .  W i t h i n  t h e  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s  i n  F i g u r e  1 3 7 a ,  
t h e  5  / l m  s u b s t r a t e  d i s p l a y e d  a  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O O I )  p r o t e i n  l e v e l  c o m p a r e d  t o  t h e  
c o n t r o l  a n d  1 5  / l m  s a m p l e .  T h e  1 5  t h e  5  / l m  s u b s t r a t e  d i s p l a y e d  a  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  p r o t e i n  
l e v e l  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  a n d  1 5  / l m  s a m p l e .  S a m p l e  s h o w e d  a  s o m e w h a t  l o w e r  p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n  t h a n  t h e  c o n t r o l ,  b u t  n o t  s i g n i f i c a n t .  O v e r a l l ,  r e s u l t s  w e r e  m i x e d  w i t h  t h e  5  / l m  
p i l l a r e d  s a m p l e  e n h a n c i n g  t h e  l e v e l  o f  p r o t e i n  c r e a t e d  w h i l e  t h e  1 5  / l m  s a m p l e  r e d u c e d  i t .  
T h e  r u t i l e  c o a t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 3 7 b )  s h o w e d  b o t h  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h i e s  
a c h i e v i n g  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O O  1 )  p r o t e i n  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  B e t w e e n  t h e  
5  / l m  a n d  1 5  / l m  s a m p l e s ,  a  s l i g h t l y  h i g h e r ,  h o w e v e r  n o t  s i g n i f i c a n t ,  p r o t e i n  l e v e l  w a s  
o b s e r v e d  f o r  t h e  1 5  / l m  s u b s t r a t e .  T h e  g r a p h i c a l  t r e n d  s u g g e s t e d  a n  i n c r e a s e  i n  p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  p i l l a r  d i a m e t e r .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  
a p p e a r e d  t o  e n h a n c e  t h e  p r o t e i n  c r e a t i o n  w i t h i n  c e l l s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  
W i t h i n  t h e  p i l l a r e d  D L C  s a m p l e s ,  l i t t l e  d i f f e r e n c e  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  p i l l a r e d  a n d  
c o n t r o l  s u b s t r a t e s .  T h e  5  / l m  a n d  1 5  / l m  s a m p l e s  d i s p l a y e d  a  s l i g h t l y  h i g h e r  p r o t e i n  l e v e l ,  
h o w e v e r  n o t  s i g n i f i c a n t ,  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e m e d  c o n t r o l .  O v e r a l l ,  t h e  p i l l a r e d  
t o p o g r a p h y  a p p e a r e d  t o  e n h a n c e  t h e  p r o t e i n  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  s a m p l e .  
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T C P  
S U R F A C e  ( p m )  
F i g u r e  1 3 7 :  T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  ( a )  c p T i ,  ( b )  R u t i l e ,  a n d  ( c )  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  
w i t h  a  p i l I a r e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  . ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t b e  p a t t e r n e d  
t o p o g r a p b y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n  p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 · d a y  p e r i o d .  
2 3 5  
4 . 2 . 5 . 3 .  P I T T E D  T O P O G R A P H Y  
F i g u r e  1 3 8  d i s p l a y e d  t h e  t o t a l  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  f o r  c p T i ,  D L C  a n d  r u t i l e  c o a t e d  
s u b s t r a t e s  w i t h  a  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  W i t h i n  t h e  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 3 8 a ) ,  t h e  5  
! - l m  p i t t e d  s u b s t r a t e  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  p r o t e i n  l e v e l  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  a n d  a  
s o m e w h a t  l o w e r  l e v e l  c o m p a r e d  t o  t h e  1 5  ! - l m  s a m p l e s .  T h e  1 5  ! - l m  s a m p l e s  r e c o r d e d  a  
s l i g h t l y  l o w e r ,  n o t  s i g n i f i c a n t ,  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  O v e r a l l ,  i t  
a p p e a r e d  t h e  p i t t e d  t o p o g r a p h y  h a d  a  n e g a t i v e  e f f e c t  o n  c e l l  p r o t e i n  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  
u n p a t t e m e d  c o n t r o l .  
T h e  r u t i l e  c o a t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 3 8 b )  s h o w e d  t h e  5  ! - l m  p i t t e d  s a m p l e  t o  h a v e  a  
s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < O . 0 5 )  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w h i l e  t h e  1 5  ! - l m  s a m p l e s  d i s p l a y e d  a  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O O I )  p r o t e i n  l e v e l  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  T h e  1 5  ! - l m  s a m p l e  a l s o  
a c h i e v e d  a  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  5  ! - l m  s a m p l e .  
R e s u l t s  w e r e  m i x e d  f o r  t h e s e  s u b s t r a t e s ;  t h e  5  ! - l m  s a m p l e  d i m i n i s h e d  t h e  l e v e l  o f  p r o t e i n  
c r e a t e d ,  w h i l e  t h e  1 5  ! - l m  s a m p l e s  g r e a t l y  e n h a n c e d  i t ,  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  
T h e  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 3 8 c ) ,  u n l i k e  t h e  c p T i  a n d  r u t i l e  s a m p l e s ,  s a w  t h e  
p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  e n h a n c e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  T h e  5  ! - l m  a n d  1 5  ! - l m  
D L C  s a m p l e s  a c h i e v e d  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  ( P < O . O O I )  p r o t e i n  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  
u n p a t t e m e d  c o n t r o l .  B e t w e e n  t h e  t w o  p i t t e d  s a m p l e s ,  t h e  1 5  ! - l m  s u b s t r a t e  a c h i e v e d  a  
s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  5  ! - l m .  T h e  t r e n d  i n  t h e  r e s u l t s  
s u g g e s t e d  a n  i n c r e a s e  i n  p r o t e i n  l e v e l s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  p i t  d i a m e t e r .  
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F i g u r e  1 3 8 :  T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  M G 6 3  c e l l s  o n  ( a )  c p T i ,  ( b )  R u t i l e ,  a n d  ( c )  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  
w i t h  a  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  
t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 · d a y  p e r i o d .  
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4 . 2 . 5 . 4 .  O V E R A L L  
D e p i c t e d  i n  F i g u r e  1 3 9  w e r e  a l l  t h e  g r o o v e d ,  p i t t e d  a n d  p i l l a r e d  s a m p l e s  w i t h  t h e  v a r i o u s  
b i o m a t e r i a l  c o a t i n g s .  T h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  s a m p l e s ,  d i s p l a y e d  i n  F i g u r e  1 3 9 a ,  a l l  s h o w e d  
s i m i l a r  l e v e l s  o f  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  2  J l m  c p T i  s a m p l e  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  
( P < O . O O I )  p r o t e i n  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  a l l  o t h e r  c o a t i n g  t y p e s .  H o w e v e r ,  a p a r t  f r o m  t h a t ,  n o  
s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n s  i n  r e s u l t s  w e r e  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  b i o m a t e r i a l  c o a t i n g s .  O v e r a l l ,  i t  
a p p e a r e d  t h a t  t h e  D L C  c o a t i n g  p e r f o r m e d  b e s t  f o l l o w e d  b y  t h e  r u t i l e ,  c p T i  a m o r p h o u s  a n d  
a n a t a s e  c o a t i n g s .  
W i t h i n  t h e  p i l l a r e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 3 9 b ) ,  r u t i l e  p e r f o r m e d  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  f o r  t h e  5  
J l m  a n d  I S  J l m  p i t t e d  s u r f a c e s  c o m p a r e d  t o  D L C .  T h e  5  J l m  c p T i  s a m p l e  p e r f o r m e d  s l i g h t l y  
b e t t e r  t h a n  t h e  r u t i l e  c o a t i n g  h o w e v e r  d r o p p e d  t o  a  s i m i l a r  l e v e l  a s  t h e  D L C  c o a t i n g  f o r  I S  
J l m  p i l l a r e d  s u b s t r a t e s .  I n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  s u b s t r a t e s ,  p i l l a r e d  s a m p l e s  
p e r f o r m e d  c o n s i d e r a b l y  b e t t e r .  T h e  5  J l m  a n d  I S  J l m  p i l l a r e d  r u t i l e  s a m p l e s  a c h i e v e d  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  c o m p a r e d  t o  a n y  o f  t h e  g r o o v e d  s a m p l e s .  
S i m i l a r l y ,  t h e  5  J l m  c p T i  p i l l a r e d  s p e c i m e n  p e r f o r m e d  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  t h a n  a  e i t h e r  t h e  2  
J l m  o r  4  J l m  p a r a l l e l  g r o o v e d  s a m p l e s ,  w h i l e  t h e  I S  J l m  p i l l a r e d  s a m p l e  a c h i e v e d  s l i g h t l y  
b e t t e r  p r o t e i n  l e v e l s  t h a n  t h e  l a r g e r  c p T i  g r o o v e d  s u b s t r a t e s .  P i I l a r e d  D L C  s u b s t r a t e s  a l s o  
p e r f o r m e d  e i t h e r  e q u a l l y  w e l l  o r  b e t t e r  t h a n  a n y  o f  t h e  g r o o v e d  s p e c i m e n s .  
P i t t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 3 9 b )  w i t h  a  c p T i  c o a t i n g  p e r f o r m e d  l e a s t  f a v o u r a b l y  c o m p a r e d  
t o  t h e  p i t t e d  D L C  o r  r u t i l e  s p e c i m e n s .  T h e  r u t i l e  c o a t e d  5  J l m  s a m p l e  a c h i e v e d  a  s i m i l a r  
p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  a s  t h e  5  J l m  c p T i  s a m p l e  a n d  s l i g h t l y  l e s s  t h a n  t h e  5  J l m  D L C  s a m p l e .  
T h e  I S  J l m  p i t t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  t h e  r u t i l e  a n d  D L C  c o a t i n g s  a c h i e v e d  a  s i m i l a r  l e v e l  o f  
p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ,  w h i l e  b e i n g  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O O I )  t h a n  t h e  r e s p e c t i v e  c p T i  
c o a t e d  s u b s t r a t e .  C o m p a r e d  t o  t h e  r e s p e c t i v e  g r o o v e d  s u b s t r a t e s ,  t h e  p i t t e d  r u t i l e  a n d  D L C  
c o a t e d  s u b s t r a t e s  p e r f o r m e d  c o n s i d e r a b l y  b e t t e r ,  w h i l e  t h e  p i t t e d  c p T i  s a m p l e s  p e r f o r m e d  
s l i g h t l y  b e t t e r .  B e t w e e n  t h e  p i t t e d  a n d  p i l l a r e d  s a m p l e  g r o u p s ,  p i t t e d  D L C  s u b s t r a t e s  s h o w e d  
s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  p r o t e i n  l e v e l s .  P i t t e d  r u t i l e  w i t h  a  5  J l m  p a t t e r n  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  
l o w e r  p r o t e i n  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  r e s p e c t i v e  p i l l a r e d  s a m p l e ,  w h i l e  t h e  I S  J l m  p i t t e d  
s a m p l e  s h o w e d  s l i g h t l y  h i g h e r  l e v e l s  t h a n  t h e  r e s p e c t i v e  p i l l a r e d  s a m p l e .  A  s i m i l a r  t r e n d  a s  
w i t h  r u t i l e  w a s  a p p a r e n t  f o r  t h e  p i t t e d  c p T i  c o a t e d  s a m p l e .  
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O v e r a l l ,  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p i t t e d  o r  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  a p p e a r e d  t o  e n h a n c e  t h e  p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  M G 6 3  c e l l s  c o m p a r e d  t o  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  s u r f a c e s .  T h i s  w a s  t r u e  f o r  
t b e  r u t i l e ,  c p T i  a n d  D L C  c o a t i n g s .  T h e  s c a t t e r  o f  r e s u l t s  w i t h i n  t h e  c o a t e d  s u b s t r a t e s  
p o s s e s s i n g  a  p a r a l l e l  g r o o v e d  s t r u c t u r e  w a s  v e r y  m i n i m a l ,  b e t w e e n  0 . 7  t o  0 . 4  m g / m L .  
H o w e v e r ,  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  p i l l a r e d  o r  p i t t e d  s t r u c t u r e  d i s p l a y e d  a  c o n s i d e r a b l y  l a r g e r  
s c a t t e r  o f  r e s u l t s ,  b e t w e e n  0 . 4  t o  1 . 2  m g / m L .  T h e  m u c h  l a r g e r  d i f f e r e n c e  i n  s u r f a c e  a r e a  
b e t w e e n  a  5  ~m a n d  1 5  ~m p i l l a r e d  o r  p i t t e d  s u b s t r a t e  t h a n  t h e  v a r i e t y  o f  g r o o v e d  
t o p o g r a p h i e s  t e s t e d ,  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  g r e a t e r  d i f f e r e n c e  i n  c e l l u l a r  r e s p o n s e .  
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F i g u r e  1 3 9 :  O v e r a l l  t o t a l  p r o l e i n  c o n t e n t  r e s u l t s  f o r  M G 6 3  c e l l s  o n  t h e  ( a )  g r o o v e d  s p e c i m e n s  a n d  t h e  ( b )  
p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  s p e c i m e n s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 · d a y  p e r i o d .  
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4 . 2 . 6 .  C E L L  D I F F E R E N T I A T I O N  
T h e s e  r e s u l t s  w e r e  p r e s e n t e d  a s  A L P / m g  t o t a l  p r o t e i n  i n  o r d e r  t o  p r o v i d e  a  m o r e  a c c u r a t e  
i n d i c a t i o n  o f  t h e  l e v e l  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  t h a t  o c c u r r e d .  T h e  o r i g i n a l  d a t a  o f  A L P  a c t i v i t y  a r e  
p r e s e n t e d  g r a p h i c a l l y  i n  A p p e n d i x  3  a s  F i g u r e  1 5 9 A .  
4 . 2 . 6 . 1 .  P A R A L L E L  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y  
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F i g u r e  1 4 0 :  M G 6 3  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  o n  c p T i  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  
w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  
T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 ·  
d a y  p e r i o d .  
F i g u r e  1 4 0  i l l u s t r a t e d  t h e  v a r y i n g  l e v e l s  o f  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n ,  i n  t e l m s  o f  A L P / m g  t o t a l  
p r o t e i n ,  f o r  c p T i  c o a t e d  s p e c i m e n s  w i t h  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  T h e  g r a p h i c a l  t r e n d  
s u g g e s t e d  a n  i n c r e a s e  i n  A L P  l e v e l s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h .  T h e  c o n t r o l  a n d  2  ~m 
s a m p l e s  d i s p l a y e d  s i m i l a r  l e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y  p e r  c e l l .  T h e  4  ~m, 8  ~m, a n d  I  0  ~m 
s p e c i m e n s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  ( P < 0 . 0 5 ,  P < O . O O I ,  P < O . O O I ,  r e s p e c t i v e l y )  A L P  l e v e l s  
c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  R e s u l t s  g e n e r a l l y  s t a t e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  
e n h a n c e d  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  p o t e n t i a l  o f  t h e  c p T i  c o a t i n g .  
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4 . 2 . 6 . 1 . 2 .  R U T I L E  
D i s p l a y e d  i n  F i g u r e  1 4 1  w e r e  t h e  l e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y  p r e s e n t  o n  r u t i l e  c o a t e d  s a m p l e s  w i t h  
t h e  g r o o v e d  s u r f a c e  t o p o g r a p h y .  N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  A L P  l e v e l s  w e r e  f o u n d  
b e t w e e n  t h e  g r o o v e d  a n d  c o n t r o l  s a m p l e s .  H o w e v e r ,  t h e  2  I l m  s a m p l e  r e c o r d e d  t h e  h i g h e s t  
l e v e l s  o f  A L P  a l o n g  w i t h  t h e  8  I l m  s p e c i m e n .  O v e r a l l ,  g r o o v e d  s p e c i m e n s  p e r f o r m e d  b e t t e r  
t h a n  t h e  u n p a t t e m e d  c o n t r o l ,  m e a n i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  e n h a n c e d  t h e  
d i f f e r e n t i a t i o n  p o t e n t i a l  o f  t h e  r u t i l e  c o a t i n g .  
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R u t i l e  
T C P  S U R F A C E  R O U G H N E S S  ( p m )  
• • • • • • •  
F i g u r e  1 4 1 :  M G 6 3  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  o n  r u t i l e  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  
w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  
T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 -
d a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 6 . 1 . 3 .  A N  A T  A S E  
P r e s e n t e d  w i t h i n  F i g u r e  1 4 2  w e r e  t h e  M G 6 3  A L P  l e v e l s  f o r  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h i e s  
w i t h  a n  a n a t a s e  s u r f a c e  c o a t i n g .  T h e  g e n e r a l  t r e n d  i n  t h e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  a  g r a d u a l  i n c r e a s e  
i n  A L P  l e v e l s  u p  t o  t h e  8  I l m  s a m p l e s  a n d  t h e n  a  s i g n i f i c a n t  ( P < O . O O l )  d r o p  t o  t h e  1 0  I l m  
s p e c i m e n .  T h e  2  I l m ,  4 1 l m ,  a n d  1 0  I l m  s a m p l e s  d i d  n o t  s h o w  a n y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  
A L P  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  T h e  8  I l m  s a m p l e s ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  s h o w e d  a n  
e x t r e m e l y  s i g n i f i c a n t  ( P < O . O O l )  i n c r e a s e  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e m e d  
c o n t r o l .  O v e r a l l ,  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  a p p e a r e d  t o  e i t h e r  m a i n t a i n  t h e  s a m e  l e v e l  
o f  A L P  o r  e n h a n c e  t h e  A L P  a c t i v i t y  o f  t h e  a n a t a s e  c o a t i n g .  
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4 m i c r o n  8 m i c r o o  1 0  m i c r o n  T C P  
S U R F A C E  R O U G H N E S S  ( j m I )  
F i g u r e  1 4 2 :  M G 6 3  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  o n  a n a t a s e  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  
w i t h  t h e · ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o r  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  
T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  r o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 -
d a y  p e r i o d .  
4 . 2 . 6 . 1 . 4 .  A M O R P H O U S  
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A m o r p h o u s  
T C P  
S U R F A C E  
J :  
1 0 l l l i u D I l  
T C P  
( j m I )  
F i g u r e  1 4 3 :  M G 6 3  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  o n  a m o r p h o u s  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  
m a r k e d  w i t h  t h e  . ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o r  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  
u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  r o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  
c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 · d a y  p e r i o d .  
D i s p l a y e d  i n  F i g u r e  1 4 3  w e r e  t h e  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  l e v e l s  f o r  a m o r p h o u s  c o a t e d  s u b s t r a t e s  
w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  W i t h i n  t h e s e  r e s u l t s ,  t h e  2  f . l m ,  4  f . l m ,  a n d  8  f . l m  s a m p l e s ,  a l l  
s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  ( P < O . O  I ,  P < O . O O  I ,  P < O . O O  I ,  r e s p e c t i v e l y )  l e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y  
2 4 2  
p e r  c e l l  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  T h e  1 0  J . l m  s h o w e d  a  h i g h e r ,  b u t  n o t  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r ,  
l e v e l  o f  A L P  a c t i v i t y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  g e n e r a l  t r e n d  i n  t h e  r e s u l t s  
s u g g e s t e d  a  g r a d u a l  i n c r e a s e  i n  A L P  a c t i v i t y  u p  t o  a  p e a k  a t  t h e  4  J . l m  s a m p l e  a n d  t h e n  a  
g r a d u a l  d e c l i n e .  O v e r a l l ,  t h e  p a t t e r n e d  c o n t r o l s  e n h a n c e d  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  p o t e n t i a l  o f  t h e  
a m o r p h o u s  c o a t i n g .  
4 . 2 . 6 . 1 . 5 .  D I A M O N D - L I K E  C A R B O N  
F i g u r e  1 4 4  d e p i c t e d  t h e  A L P  l e v e l s  p e r  c e l l  f o r  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  p a r a l l e l  
g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  T h e  2  J . l m  s a m p l e  d i s p l a y e d  a  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  ( P < O . O O I )  A L P  l e v e l  
c o m p a r e d  t o  t h e  o t h e r  g r o o v e d  a n d  u n  p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  4  J . l m  a n d  1 0  J . l m  s p e c i m e n s  
r e c o r d e d  s i m i l a r  l e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l ,  w h i l e  t h e  8  J . l m  s a m p l e  
a c h i e v e d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < 0 . 0 5 )  l e v e l s .  N o  g e n e r a l  t r e n d  i n  t h e  r e s u l t s  w a s  f o u n d .  
O v e r a l l ,  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  e i t h e r  m a i n t a i n e d  a  s i m i l a r  l e v e l  o f  A L P  a c t i v i t y  o r  
e n h a n c e d  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  p o t e n t i a l  o f  t h e  D L C  c o a t i n g .  
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T C P  
. . . . . . .  A V E : . '  
F i g u r e  1 4 4 :  M G 6 3  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  o n  D L C  s u b s t r a t e s  w i t h  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  
w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  
T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e U s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 -
d a y  p e r i o d .  
2 4 3  
4 . 2 . 6 . 2 .  P I L L A R E D  T O P O G R A P H Y  
P r e s e n t e d  i n  F i g u r e  1 4 S  w e r e  t h e  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  r e s u l t s  f o r  c p T i ,  D L C  a n d  R u t i 1 e  c o a t e d  
s a m p l e s  w i t h  a  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y .  T h e  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s ,  d i s p l a y e d  w i t h i n  F i g u r e  1 4 S a ,  
s h o w e d  m i x e d  r e s u l t s ,  n o  t y p i c a l  t r e n d  w a s  o b s e r v e d .  T h e  S  ! l m  s a m p l e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  
l o w e r  ( P < O . O O  I ) ,  w h i l e  t h e  I S  ! l m  s a m p l e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( P < O . O S )  
d i f f e r e n t i a t i o n  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e m e d  c o n t r o l .  I t  c o u l d  b e  s t a t e d  t h a t  t h e  S  ! l m  
p i l l a r e d  s u r f a c e  d i m i n i s h e d  t h e  d i f f e r e n t i a t i n g  p o t e n t i a l  o f  t h e  c p T i  c o a t i n g  w h i l e  t h e  I S  ! l m  
s a m p l e d  e n h a n c e d  t h i s  c h a r a c t e r i s t i c .  
W i t h i n  t h e  r u t i l e  p i l l a r e d  s a m p l e s ,  s h o w n  i n  F i g u r e  1 4 S b ,  t h e r e  e x i s t e d  a  t y p i c a l  t r e n d  i n  t h e  
r e s u l t s .  A  d e c r e a s e  i n  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  w a s  o b s e r v e d  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  p i l l a r  d i a m e t e r .  
T h e  S  ! l m  r u t i l e  s a m p l e  s h o w e d  a  s l i g h t  d e c r e a s e  i n  A L P  l e v e l s ,  w h i l e  t h e  I S  ! l m  s a m p l e  
s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < O . O I )  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  T h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  
i n  t h e  c a s e  o f  t h e  r u t i l e  c o a t i n g  c l e a r l y  d i m i n i s h e d  i t s  a b i l i t y  t o  a i d  i n  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n .  
T h e  D L C  c o a t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 4 S c ) ,  s i m i l a r  t o  r u t i l e ,  s a w  t h e  d i f f e r e n t i a t i n g  
c a p a c i t y  o f  t h e  c o a t i n g  d e c l i n e  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  a  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y .  T h e  S  ! l m  a n d  I S  
! l m  s a m p l e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < O . O I )  A L P  l e v e l s  p e r  c e l l  c o m p a r e d  t o  t h e  
c o n t r o l .  B e t w e e n  t h e  S  ! l m  a n d  I S  ! l m  s a m p l e s ,  t h e r e  w a s  n o  v i s i b l e  d i f f e r e n c e  i n  A L P  
a c t i v i t y .  
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C O N  I  R O L  1 5  m i c r o n  
T C P  
S U R F A C E  
. . . . .  )  
F i g u r e  1 4 5 :  M G 6 3  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  o n  ( a )  c p T i ,  ( b )  R u t i l e ,  a n d  ( c )  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  
p i l l a r e d  t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  
t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  
s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 · d a y  p e r i o d .  
2 4 5  
4 . 2 . 6 . 3 .  P I T T E D  T O P O G R A P H Y  
D i s p l a y e d  i n  F i g u r e  1 4 6  a r e  t h e  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  r e s u l t s  f o r  c p T i ,  D L C  a n d  r u t i l e  c o a t e d  
s a m p l e s  w i t h  a  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  T h e  t r e n d  v i s i b l e  b e t w e e n  t h e  c p T i  c o a t e d  s a m p l e  g r o u p s  
( r e f e r  F i g u r e  1 4 6 a )  i n d i c a t e d  a  d e c r e a s e  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  l e v e l s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  p i t  
d i a m e t e r .  T h e  5  I l m  a n d  c o n t r o l  s a m p l e s  s h o w e d  s i m i l a r  A L P  l e v e l s ,  w h i l e  t h e  I S  I l m  c p T i  
s a m p l e s  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  ( P < O . O O  I )  i n  A L P  l e v e l s  p e r  c e l l .  O v e r a l l ,  i t  c o u l d  b e  
s t a t e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  a  p i t t e d  t o p o g r a p h y  e i t h e r  m a i n t a i n e d  a  s i m i l a r  l e v e l  o f  
d i f f e r e n t i a t i o n  o r  d i m i n i s h e d  t h e  d i f f e r e n t i a t i n g  p o t e n t i a l  o f  t h e  c p T i  c o a t i n g .  
T h e  r u t i l e  c o a t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 4 6 b )  d e l i v e r e d  m i x e d  r e s u l t s  w i t h  5  I l m  p a t t e r n e d  
s a m p l e s  s h o w i n g  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  ( P < O . O O I )  i n  A L P  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  I S  I l m  a n d  
c o n t r o l  s a m p l e s ,  w h i l e  t h e  I S  I l m  s p e c i m e n s  d i s p l a y e d  a  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < O . O O  I )  l e v e l  
o f  d i f f e r e n t i a t i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  N o  g e n e r a l  t r e n d  c o u l d  b e  o b s e r v e d  i n  t h e  r e s u l t s .  
H o w e v e r ,  t h e  p i t t e d  5  I l m  s u r f a c e  d i d  a p p e a r  t o  e n h a n c e  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  p o t e n t i a l  o f  t h e  
r u t i l e  c o a t i n g ,  w h i l e  t h e  I S  I l m  s a m p l e s  d i m i n i s h e d  t h i s  c h a r a c t e r i s t i c .  
D L C  c o a t e d  s a m p l e s ,  d i s p l a y e d  i n  F i g u r e  1 4 6 c ,  s h o w e d  a  c l e a r  d e c r e a s e  i n  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  
w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  p i t  d i a m e t e r .  T h e  5  I l m  a n d  I S  I l m  s a m p l e s ,  b o t h  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  
l o w e r  ( P < O . O O I )  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  B e t w e e n  t h e  t w o  p i t t e d  
s a m p l e s ,  t h e  I S  I l m  s a m p l e  d i s p l a y e d  a  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( P < O . O O I )  A L P  l e v e l  c o m p a r e d  t o  
t h e  5  I l m  s u b s t r a t e .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p i t t e d  s u r f a c e  c l e a r l y  d i m i n i s h e d  t h e  d i f f e r e n t i a t i n g  
p o t e n t i a l  o f  t h e  D L C  c o a t i n g .  
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F i g u r e  1 4 6 :  M G 6 3  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  o n  ( a )  c p T i ,  ( b )  R u t i l e ,  a n d  ( c )  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  w i t h  a  p i t t e d  
t o p o g r a p h y .  C o l u m n s  m a r k e d  w i t h  t h e  * ,  r e p r e s e n t  s i g n i f i c a n t  r e s u l t s  o f  t h e  p a t t e r n e d  t o p o g r a p h y  
c o m p a r e d  t o  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  S E M  f o r  6  s a m p l e s / e x p e r i m e n t  i n  2  
e x p e r i m e n t s .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
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4 . 2 . 6 . 4 .  O V E R A L L  
F i g u r e  1 4 7  i l l u s t r a t e d  t h e  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  l e v e l s  f o r  a l l  b i o m a t e r i a l  t y p e s  w i t h  p a r a l l e l  
g r o o v e d ,  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  s a m p l e s .  W i t h i n  t h e  g r o o v e d  s p e c i m e n s  ( r e f e r  F i g u r e  1 4 7 a ) ,  D L C  
a n d  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s  p e r f o r m e d  m o s t  f a v o u r a b l y .  T h e  D L C  g r a p h  d i s p l a y e d  a  h i g h e r  
r e s u l t  f o r  t h e  2  / l m  s a m p l e s  a n d  a  s i m i l a r  l e v e l  o f  A L P  a c t i v i t y  f o r  t h e  4  / l m  s a m p l e ,  w h i l e  
c p T i  c o a t e d  s p e c i m e n s  d i s p l a y e d  h i g h e r  r e s u l t s  f o r  t h e  8  / l m  a n d  1 0  / l m  s a m p l e s .  O f  t h e  t h r e e  
t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s ,  t h e  a n a t a s e  c o a t e d  s a m p l e  s h o w e d  h i g h e r  A L P  l e v e l s  f o r  8  / l m  a n d  
1 0  / l m  s a m p l e s  a n d  a  s i m i l a r  l e v e l  o f  a c t i v i t y  f o r  t h e  2  / l m  s a m p l e  c o m p a r e d  t o  a m o r p h o u s  
a n d  r u t i l e  c o a t i n g s .  T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  a m o r p h o u s  c o a t i n g  p l a c e  i t  b e l o w  a n a t a s e ,  
w i t h  r u t i l e  p e r f o r m i n g  l e a s t  f a v o u r a b l y .  
F r o m  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  c o a t i n g s  w i t h  a  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  ( r e f e r  F i g u r e  1 4 7 b ) ,  D L C  
p e r f o r m e d  b e s t  o f  a l l .  D e s p i t e  s h o w i n g  a  d e c l i n e  i n  A L P  a c t i v i t y  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  p i l l a r  
d i a m e t e r ,  i t  a c h i e v e d  t h e  h i g h e r  A L P  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  r u t i l e  a n d  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s .  
T h e  c p T i  a n d  r u t i l e  p i l l a r e d  s u b s t r a t e s  s h o w e d  t h e  l o w e s t  A L P  l e v e l s  f o r  t h e  5  / l m  
t o p o g r a p h y ,  w i t h  c p T i  p e r f o r m i n g  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  ( P < O . O O I )  f o r  t h e  1 5  / l m  t o p o g r a p h y .  
C o m p a r i n g  r e s u l t s  o b t a i n e d  b e t w e e n  t h e  p i l l a r e d  a n d  g r o o v e d  t o p o g r a p h y ,  D L C  p e r f o r m e d  
b e t t e r  o n  t h e  g r o o v e d  s u r f a c e .  D i f f e r e n t i a t i o n  l e v e l s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  o n  t h e  g r o o v e d  
a s  o p p o s e d  t o  a  p i l l a r e d  c p T i  s u r f a c e .  I t  w a s  t h e  s a m e  c a s e  f o r  t h e  g r o o v e d  r u t i l e  s u r f a c e ,  
w h i c h  p e r f o r m e d  c o n s i d e r a b l y  b e t t e r  t h a n  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y .  
R e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  p i t t e d  s u r f a c e  ( r e f e r  F i g u r e  1 4 7 b )  d i s p l a y e d  D L C  a c h i e v i n g  t h e  
h i g h e s t  d i f f e r e n t i a t i o n  l e v e l  f o r  t h e  5  / l m  s a m p l e  a n d  a  s i m i l a r  l e v e l  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  f o r  t h e  
1 5  / l m  s a m p l e  a s  c p T i .  T h e  p i t t e d  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s  p e r f o r m e d  s i m i l a r l y  t o  t h e  r u t i l e  
c o a t i n g  f o r  5  / l m  p i t t e d  s u r f a c e s  a n d  c o n s i d e r a b l y  b e t t e r  f o r  t h e  1 5  / l m  t o p o g r a p h y .  
C o m p a r i n g  t h e  p i t t e d  D L C  r e s u l t s  t o  t h e  r e s p e c t i v e  g r o o v e d  s a m p l e s ,  i t  i s  c l e a r l y  v i s i b l e  t h a t  
t h e  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  c a u s e d  a  c o n s i d e r a b l y  g r e a t e r  l e v e l  o f  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n .  G r o o v e d  
c p T i  a n d  r u t i l e  t o o  p e r f o r m e d  c o n s i d e r a b l y  b e t t e r  t h a n  t h e  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  B e t w e e n  t h e  
p i t t e d  a n d  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y ,  p i l l a r e d  D L C  p e r f o r m e d  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  t h a n  i t s  r e s p e c t i v e  
p i t t e d  s u r f a c e .  M i x e d  r e s u l t s  w e r e  o b s e r v e d  f o r  t h e  c p T i  a n d  r u t i l e  c o a t i n g s .  T h e  p i t t e d  5  / l m  
c p T i  s u r f a c e  p e r f o r m e d  b e t t e r  t h a n  t h e  p i l l a r e d  s u r f a c e ,  h o w e v e r ,  t h e  o p p o s i t e  w a s  t r u e  f o r  t h e  
1 5  / l m  s a m p l e s .  S i m i l a r l y ,  t h e  p i t t e d  5  / l m  r u t i l e  s u r f a c e  p e r f o r m e d  c o n s i d e r a b l y  b e t t e r  t h a n  
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t h e  r e s p e c t i v e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y ,  h o w e v e r ,  r e s u l t s  w e r e  a b o u t  t h e  s a m p l e  f o r  t h e  1 5  ~m 
p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s .  
O v e r a l l ,  t h e  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  p e r f O I  m e d  m o s t  f a v o u r a b l y  f o r  a l l  t h r e e  b i o m a t e r i a l s  
c o m p a r e d  t o  t h e  r e s p e c t i v e  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  t o p o g r a p h i e s .  
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F i g u r e  1 4 7 :  O v e r a l l  M G 6 3  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  r e s u l t s  f o r  t h e  ( a )  g r o o v e d  s p e c i m e n s  a n d  t h e  ( h )  p i l l a r e d  
a n d  p i t t e d  s p e c i m e n s .  M G 6 3  c e U s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d  a y  p e r i o d .  
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1 4 . 3 .  O V E R A L L  D I S C U S S I O N  O F  R E S U L T S  
T h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n s  d i s c u s s  t h e  r e s u l t s  o f  a l l  c e l l  t e s t s  a n d  s u r f a c e  e n e r g y  f o r  e a c h  
i n d i v i d u a l  b i o m a t e r i a l  a n d  s u r f a c e  t y p e .  A l l  q u a n t i f i a b l e  c e l l  t e s t  r e s u l t s  w e r e  c o n v e r t e d  t o  a  
p e r c e n t a g e  o f  t h e  t i s s u e  c u l t u r e  p l a s t i c  ( T C P ) .  P r e s e n c e  o f  t h e  T C P  w e l l  w a s  a  c o n s i s t e n t  l i n k  
b e t w e e n  c e l l  t e s t s ,  a n d  c o n v e r t i n g  t h e  r e s u l t s  t o  a  p e r c e n t a g e  o f  T C P  a l l o w e d  a  d i r e c t  
c o m p a r i s o n  o f  t h e s e  r e s u l t s .  C e l l  m o r p h o l o g y  r e s u l t s  w e r e  n o t  p r e s e n t e d  i n  q u a n t i f i a b l e  
m e a n s  a n d  t h e r e f o r e  w e r e  n o t  i n c l u d e d  w i t h i n  t h e  f o l l o w i n g  f i g u r e s ;  h o w e v e r  t h e y  a r e  
d i s c u s s e d  w i t h  r e f e r e n c e  t o  f i g u r e s  f o u n d  i n  s e c t i o n  4 . 2 . 1 .  S u r f a c e  e n e r g y  g r a p h s  w e r e  
r e p r o d u c e d  w i t h i n  t h i s  s e c t i o n  i n  a  f o r m  s i m i l a r  t o  t h e  c e l l  t e s t s  t o  a i d  i n  a  v i s u a l  c o m p a r i s o n  
o f  r e s u l t s .  
M a n y  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a  c e l l ' s  b e h a v i o u r  a r e  l i n k e d  e . g .  c e l l  m o r p h o l o g y  i n f l u e n c e s  c e l l  
v i a b i l i t y ,  a t t a c h m e n t  a n d  p r o l i f e r a t i o n .  T h e  f o l l o w i n g  d i s c u s s i o n  e n d e a v o u r s  t o  e x p l a i n  t h e s e  
l i n k s  w i t h  r e s p e c t  t o  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  r o u g h n e s s .  
4 . 3 . 1 .  P A R A L L E L  G R O O V E D  T O P O G R A P H Y  
4 . 3 . 1 . 1 .  C O M M E R C I A L L Y  P U R E  T I T A N I U M  
C e l l  m o r p h o l o g y  r e s u l t s  f o r  g r o o v e d  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  9 6 )  s h o w e d  a  g r e a t e r  
c e l l  a l i g n m e n t  o n  t h e  s m a l l e r  ( 2  I l m  a n d  4  I l m )  g r o o v e s  w i t h  t h e  4  I l m  s a m p l e  d i s p l a y i n g  a  
g r e a t e r  n u m b e r  o f  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  t h a n  t h e  2  I l m .  T h e  l a r g e r  ( 8  I l m  a n d  1 0  I l m )  g r o o v e s  
d e m o n s t r a t e d  a  l e s s  a l i g n e d  s t r u c t u r e  w i t h  a  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  n u m b e r  o f  l e a d i n g  
l a m e l l i p o d i a  c o m p a r e d  t o  t h e  s m a l l e r  p a t t e r n s .  C e l l s  o n  t h e  s m a l l e r  g r o o v e s  a p p e a r e d  t o  h a v e  
a  r e l a t i v e l y  f l a t  m o r p h o l o g y  h o w e v e r  n o t  a s  w e l l - e x t e n d e d  a n d  f l a t  a s  c e l l s  o n  t h e  l a r g e r  
g r o o v e s .  T h e  c o n t r o l  s a m p l e  ( r e f e r  F i g u r e  1 0 7 a )  d i s p l a y e d  a  m u c h  m o r e  w e l l  e x t e n d e d  c e l l  
t h a n  a n y  o f  t h e  g r o o v e d  t o p o g r a p h i e s .  
I n  t e r m s  o f  s u r f a c e  e n e r g y ,  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  i s  s a i d  t o  c r e a t e  f l a t t e r  a n d  w e l l - e x t e n d e d  
c e l l s  [ 1 8 6 ) .  T h e  h i g h e s t  s u r f a c e  e n e r g y  ( r e f e r  F i g u r e  1 4 8 a )  c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  4  I l m  s a m p l e ,  
h o w e v e r ,  t h i s  s a m p l e  d i d  n o t  d i s p l a y  t h e  f l a t t e s t  m o r p h o l o g y .  T h e  l a r g e r  g r o o v e d  s a m p l e s  
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d i s p l a y e d  s l i g h t l y  g r e a t e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  t h a n  t h e  2  ! l m  a n d  c o n t r o l  s a m p l e s .  T h e  l a r g e r  
g r o o v e s  a l s o  s h o w e d  m u c h  f l a t t e r  c e l l  m o r p h o l o g i e s .  I t  a p p e a r e d  c e l l s  w e r e  m o r e  i n f l u e n c e d  
b y  t h e  c e l l  t o p o g r a p h y  t h a n  c h e m i s t r y .  
F l a t t e r  c e l l  m o r p h o l o g i e s  a n d  t h e  n u m b e r  o f  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  e x t e n d i n g  f r o m  a  c e l l  a r e  
s a i d  t o  b e  a n  i n d i c a t i o n  o f  h o w  e f f i c i e n t l y  a  c e l l  h a s  a d h e r e d  t o  a  s u r f a c e  [ 1 5 7 ] .  I n  a l l  c a s e s ,  
c e l l s  w e r e  s u f f i c i e n t l y  w e l l  e x t e n d e d  o n  t h e  s u b s t r a t e  s u r f a c e  w h e t h e r  i t  p o s s e s s e d  a  g r o o v e d  
o r  u n - g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  A c c o r d i n g l y  c e l l s  o v e r a l l  a v e r a g e d  a  g o o d  l e v e l  o f  a t t a c h m e n t  o f  
a b o u t  7 5  % .  T h e  l a r g e r  g r o o v e d  a n d  c o n t r o l  s a m p l e s  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  n u m b e r s  
o f  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  b u t  d i d  n o t  d i s p l a y  a  s i m i l a r l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  a t t a c h m e n t .  
T h e  f o c a l  c o n t a c t  d i d  n o t  a p p e a r  t o  p l a y  a s  l a r g e  a  r o l e  i n  a t t a c h m e n t  a s  f i r s t  e x p e c t e d .  
R e s e a r c h  h a s  a l s o  s t a t e d  t h a t  a  c e l l  w h i c h  a t t a c h e s  a n d  e x t e n d s  l i t t l e  w i l l  s h o w  l o w e r  
p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  a n d  h e n c e  a  l o w e r  c e l l  v i a b i l i t y  [ 1 6 5 ] .  T h e  2  ! l m  a n d  4  ! l m  s a m p l e s  d i d  n o t  
s h o w  t h e  s a m e  d e g r e e  o f  e x t e n s i o n  a s  t h e  l a r g e r  g r o o v e s  a n d  t h i s  c o r r e s p o n d e d  t o  l o w e r  
p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  a n d  a l s o  l o w e r  c e l l  c o u n t s .  H o w e v e r ,  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  w h i c h  s h o w e d  a  
c o n s i d e r a b l e  a m o u n t  o f  e x t e n s i o n  c o r r e s p o n d e d  t o  l o w e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  t h a n  e v e n  t h e  
s m a l l e r  g r o o v e s .  
S u r f a c e  e n e r g y  i s  n o t  o n l y  s a i d  t o  i n f l u e n c e  c e l l  m o r p h o l o g y  b u t  a l s o  c e l l  v i a b i l i t y .  H i g h e r  
s u r f a c e  e n e r g i e s  h a v e  b e e n  k n o w n  t o  i n c r e a s e  c e l l  v i a b i l i t y  [ 1 8 0 ] .  H o w e v e r  r e s u l t s  o b t a i n e d  
f o r  g r o o v e d  c p T i  s a m p l e s  f o u n d  a  c o m p l e t e l y  o p p o s i n g  t r e n d  t h a t  s h o w e d  l o w e r  s u r f a c e  
e n e r g i e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  h i g h e r  c e l l  c o u n t s .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  m a y  
h a v e  h a d  a  g r e a t e r  i n f l u e n c e  i n  i n c r e a s i n g  c e l l  v i a b i l i t y  t h a n  s u r f a c e  c h e m i s t r y .  
H i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  p r o m o t e  g r e a t e r  a d s o r p t i o n  o f  p r o t e i n  a n d  h e n c e  
d i s p l a y  h i g h e r  a t t a c h m e n t  r a t e s  [ 4 2 1 ] .  T h e  g r o o v e d  c p T i  r e s u l t s  s h o w e d  t h e  o p p o s i t e  t r e n d  
w i t h  s u r f a c e s  t h a t  a c h i e v e d  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  l o w e r  a t t a c h m e n t  r a t e s .  
S i m i l a r  t o  p r e v i o u s  m e n t i o n ,  t h e  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  m a y  h a v e  h a d  a  g r e a t e r  i n f l u e n c e  i n  
i n c r e a s i n g  c e l l  a t t a c h m e n t  t h a n  s u r f a c e  c h e m i s t r y .  
C e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  a s  s t a t e d  b y  t h e  l i t e r a t u r e  [ 1 6 6 ,  4 2 2 ] ,  s h o u l d  d e c r e a s e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  
s u r f a c e  r o u g h n e s s .  T h i s  s u r f a c e  r o u g h n e s s  c a n n o t  b e  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  t h e  l i t h o g r a p h i c a l l y  
o b t a i n e d  s u r f a c e s .  H o w e v e r ,  w e  c a n  a s s u m e  t h a t  a  r o u g h e r  s u r f a c e  h a s  a  g r e a t e r  e x p o s e d  
s u r f a c e  a r e a  f o r  c e l l s  t o  i n t e r a c t  w i t h ,  a n d  t h i s  c a n  b e  t r a n s l a t e d  t o  t h e  g r o o v e d  s u b s t r a t a .  T h e  
2 5 1  
2  J l m  s a m p l e s  w i t h  a  l a r g e r  e x p o s e d  s u r f a c e  a r e a  p o s s e s s e d  t h e  l o w e s t  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  w i t h  
a  g r a d u a l  i n c r e a s e  u p  t o  t h e  1 0  J l m  s a m p l e ,  w h i c h  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h i s  t h e o r y .  
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2  m i c r o n  4  m i c r o n  8  m i c r o n  1 0  m i c r o n  
S U R F A C E  
(  . . . .  )  
F i g u r e  1 4 8 :  D i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  ( a )  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  ( b )  M G 6 3  c e l l  c u l t u r e  r e s u l t s  f o r  p a r a l l e l  
g r o o v e d  s a m p l e s  w i t h  a  c p T i  c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
C e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  i s  g e n e r a l l y  i d e n t i f i e d  b y  a  l o w  l e v e l  o f  p r o l i f e r a t i o n  a n d  a  h i g h  l e v e l  o f  
A L P  a c t i v i t y  ( 2 0 8 ) .  M a r t i n  e t  a l .  ( 1 6 6 )  f o u n d  t h a t  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  r o u g h n e s s ,  h e n c e  a n  
i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  a r e a ,  t h e r e  w a s  a  c o r r e s p o n d i n g  d e c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i o n  a n d  i n c r e a s e  i n  
A L P  a c t i v i t y .  R e s u l t s  f o r  t h e  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s  s h o w e d  a  l o w e r  l e v e l  o f  p r o l i f e r a t i o n  b u t  
a l s o  a  l o w e r  l e v e l  o f  A L P  a c t i v i t y  o n  t h e  s u r f a c e s  w i t h  t h e  h i g h e s t  s u r f a c e  a r e a  ( 2  J l m  &  4  
J l m ) .  R e s e a r c b  b y  M a r t i n  e t  a l .  ( 1 6 6 )  
P r o t e i n  l e v e l s ,  u n u s u a l l y ,  s h o w e d  a  d e c l i n e  a s  c e l l  v i a b i l i t y  i n c r e a s e d .  E a c h  c e l l  s h o u l d  
c o n t a i n  a  c e r t a i n  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t h e r e f o r e  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  c e l l s  s h o u l d  r e s u l t  i n  
2 5 2  
a  g r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n s  [ 3 8 8 ] .  A c c o r d i n g  t o  t h e  r e s u l t s ,  a s  t h e  g r o o v e  d i m e n s i o n s  
i n c r e a s e d ,  i t  a i d e d  i n  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  c e l l  v i a b i l i t y ,  h o w e v e r  d e c r e a s e d  t h e  p r o t e i n  
p r o d u c t i o n  o f  e a c h  c e l l .  T e s t s  f o r  p r o t e i n  l e v e l s  a r e  a  g o o d  i n d i c a t o r  o f  t h e  a b i l i t y  o f  d i f f e r e n t  
s u r f a c e s  t o  s u p p o r t  c e l l  a d h e s i o n  [ 3 8 8 ] .  S i n c e  t h e r e  w a s  n o  r i s e  i n  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  a s  t h e  
g r o o v e  d i m e n s i o n s  i n c r e a s e d ,  t h e r e  w a s  l i t t l e  t o  n o  c h a n g e  i n  a t t a c h m e n t .  
4 . 3 . 1 . 2 .  R U T I L E  
R e s e a r c h  o n  r u t i l e  c o a t i n g s  a r e  e x t r e m e l y  l i m i t e d  a n d  n o n  e x i s t e n t  w h e n  c o u p l e d  w i t h  a  
p a r a l l e l  g r o o v e d  s u r f a c e  t e x t u r e .  H e n c e  m a n y  o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  r u t i l e  s u r f a c e s  h a v e  
t o  b e  c o m p a r e d  t o  s t u d i e s  c o n d u c t e d  o n  r o u g h e n e d  s u b s t r a t e s  w i t h  d i f f e r e n t  u n d e r l y i n g  
m a t e r i a l s .  
C e l l  m o r p h o l o g y  f o r  t h e  r u t i l e  c o a t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  9 7 )  d i s p l a y e d  a  r e a s o n a b l y  f l a t  
c e l l  s t r u c t u r e  o v e r a l l  f o r  a l l  g r o o v e d  a n d  u n p a t t e r n e d  s a m p l e s .  T h e  2  ~m a n d  4  ~m g r o o v e d  
s u b s t r a t e s  d e m o n s t r a t e d  g r e a t e r  c o n t a c t  g u i d a n c e  w i t h  c e l l s  a l i g n i n g  p a r a l l e l  t o  t h e  g r o o v e  
s t r u c t u r e .  T h e  8  ~m a n d  1  0  ~m s a m p l e s  d i s p l a y e d  a  l e s s  a l i g n e d  a n d  e l o n g a t e d  s h a p e  w i t h  
a d d i t i o n a l  l a t e r a l  g r o w t h .  T h e s e  c e l l s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  f l a t  a n d  c l o s e l y  c o n t o u r e d  w i t h  
t h e  p a t t e r n e d  s u r f a c e  a n d  e x p r e s s e d  c o n s i d e r a b l y  m o r e  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a .  S i m i l a r l y ,  t h e  
c o n t r o l  s a m p l e  ( r e f e r  F i g u r e  1 0 7 b )  s h o w e d  a n  e x t r e m e l y  f l a t  a n d  e x p a n d e d  c e l l  s t r u c t u r e  w i t h  
m a n y  f o c a l  e x t e n s i o n s .  
T h e o r y  s t a t e d  t h a t  a  f l a t t e r  c e l l  m o r p h o l o g y  w a s  m o s t l y  d u e  t o  a  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  ( r e f e r  
F i g u r e  l 4 9 a )  [ 1 8 6 ] .  H o w e v e r  t h e  g r o o v e d  r u t i l e  c o a t e d  s a m p l e s  r e c o r d e d  s o m e  o f  t h e  l o w e s t  
s u r f a c e  e n e r g i e s .  O f  t h e s e ,  t h e  2  ~m a n d  4  ~m s u b s t r a t e s  r e c o r d e d  s o m e w h a t  h i g h e r  s u r f a c e  
e n e r g i e s  b u t  d i s p l a y e d  l e s s  f l a t t e n e d  c e l l  s t r u c t u r e s .  O n  t h e  g r o o v e d  s a m p l e s ,  t h e  t o p o g r a p h y  
a p p e a r e d  t o  p l a y  a  g r e a t e r  r o l e ,  h o w e v e r  o n  t h e  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l ,  t h e  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  
m o s t  l i k e l y  i n f l u e n c e d  t h e  e x t r e m e l y  w e l l  e x t e n d e d  c e l l  m o r p h o l o g y .  
W i t h  a  r e a s o n a b l y  f l a t  m o r p h o l o g y  d i s p l a y e d  o n  t h e  g r o o v e d  a n d  u n - g r o o v e d  s u r f a c e s  i t  
w o u l d  b e  e x p e c t e d  t h a t  t h e  c e l l  a t t a c h m e n t  ( r e f e r  F i g u r e  1  4 9 b )  r a t e s  s h o u l d  b e  q u i t e  h i g h  
[ 1 5 7 ] .  T h i s  w a s  t h e  c a s e  w i t h  a l l  p a t t e r n e d  a n d  u n p a t t e r n e d  s u r f a c e s  a v e r a g i n g  a n  a t t a c h m e n t  
r a t e  o f  a b o u t  7 5 % .  I t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  t h e  l a r g e r  g r o o v e d  s a m p l e s  w h i c h  d i s p l a y e d  
s i g n i f i c a n t l y  m o r e  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  w o u l d  r e c o r d  h i g h e r  r a t e s  o f  a t t a c h m e n t  h o w e v e r  i t  
w a s  t h e  s m a l l e r  g r o o v e d  s u b s t r a t e s ,  e s p e c i a l l y  t h e  4  ~m s a m p l e s  t h a t  r e c o r d e d  h i g h e r  
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a t t a c h m e n t .  A l i g n e d  c e l l s ,  s u c h  a s  w a s  f o u n d  o n  t h e  2  ! l m  a n d  4  ! l m  s p e c i m e n s ,  a r e  s a i d  t o  
b o a s t  a  h i g h e r  d e n s i t y  o f  f o c a l  c o n t a c t s ,  s h o w  b e t t e r  o r g a n i s a t i o n  o f  t h e  c y t o s k e l e t o n  a n d  
s t r o n g e r  a c t i n  f i b r e s  [ 1 5 9 ] .  T h e  4  ! l m  s a m p l e  d i s p l a y e d  a  m o d e r a t e l y  h i g h e r  n u m b e r  o f  
l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a ,  w h i c h  m a y  e x p l a i n  w h y  i t  a c h i e v e d  a  h i g h e r  a t t a c h m e n t  r a t e  c o m p a r e d  
t o  t h e  2  ! l m  s p e c i m e n .  B u t  t h e  e x p l a n a t i o n  w h y  t h e  s m a l l e r  g r o o v e s  a c h i e v e d  g r e a t e r  
a t t a c h m e n t  c o m p a r e d  t o  t h e  l a r g e r  s t r u c t u r e s  m a y  l i e  i n  t h e  b e t t e r  o r g a n i s a t i o n  o f  t h e  l e a d i n g  
l a m e l l i p o d i a  a n d  t h e  o v e r a l l  c e l l  s t r u c t u r e  w h i c h  p r o b a b l y  a l l o w e d  t h e  c e l l s  t o  r e t a i n  a  
s t r o n g e r  g r i p  o n  t h e  u n d e r l y i n g  s u b s t r a t e .  
O n e  o f  t h e  m a i n  i n f l u e n c e s  o f  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  a n d  c e l l  c o u n t  i s  c e l l  m o r p h o l o g y .  C e l l s  i n  a  
r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  d i v i d e  a t  l o w e r  r a t e s  ( l o w e r  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  c e l l  v i a b i l i t y )  t h a n  
t h o s e  f l a t t e n e d  a n d  w e l l - e x t e n d e d  [ 4 2 3 ,  4 2 4 ] .  T h e  l a r g e r  g r o o v e s  d i s p l a y e d  a  s i g n i f i c a n t l y  
f l a t t e r  a n d  w e l l - e x t e n d e d  m o r p h o l o g y  w h i c h  c o r r e s p o n d e d  t o  m i x e d  p r o l i f e r a t i v e  r e s u l t s .  T h e  
8  ! l m  s a m p l e  r e c o r d e d  t h e  h i g h e s t  p r o l i f e r a t i v e  r a t e ,  w i t h  t h e  1 0  ! l m  s a m p l e  d i s p l a y i n g  o n e  o f  
t h e  l o w e s t .  S i m i l a r l y  m i x e d  r e s u l t s  w e r e  o b s e r v e d  f o r  t h e  s m a l l e r  g r o o v e s .  I n  t e r m s  o f  c e l l  
v i a b i l i t y ,  r e s u l t s  f o l l o w e d  t h e  t r e n d  f o u n d  i n  p u b l i s h e d  w o r k .  A n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h  
d i s p l a y e d  i n c r e a s i n g l y  f l a t  a n d  w e l l  e x t e n d e d  c e l l  m o r p h o l o g i e s  w h i c h  c o r r e s p o n d e d  t o  a n  
i n c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y .  
R e s u l t s  f o r  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  c e l l  v i a b i l i t y  i n d i c a t e d  a n  i n c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  w i t h  a  
d e c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y .  T h i s  g o e s  a g a i n s t  p r e v i o u s  r e s e a r c h  w h i c h  s u g g e s t e d  a n  i n c r e a s e  
i n  s u r f a c e  e n e r g y  c o r r e s p o n d i n g  t o  a n  i n c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  [ 1 8 6 ] .  H o w e v e r  c e l l  r e s e a r c h  
i s  v e r y  l i m i t e d  o n  r u t i l e  c o a t i n g s  a n d  e v e n  l e s s  c o m m o n  o n  p a r a l l e l  g r o o v e d  r u t i l e  s u r f a c e s .  
S u r f a c e  e n e r g y  d i d  n o t  a p p e a r  t o  p l a y  a s  g r e a t  a  r o l e  i n  c e l l  a t t a c h m e n t .  T h e  h i g h e s t  s u r f a c e  
e n e r g y  s e e n  f o r  t h e  2  ! l m  a n d  4  ! l m  s a m p l e s  d i s p l a y e d  s o m e  o f  t h e  l o w e s t  a t t a c h m e n t  r a t e s .  
H o w e v e r ,  t h e  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  r e c o r d e d  f o r  t h e  l a r g e r  g r o o v e s  d i d  c o r r e s p o n d  t o  a  
l o w e r i n g  i n  a t t a c h m e n t  [ 4 2 1 ] .  F o r  t h e  r u t i l e  c o a t e d  s p e c i m e n s ,  s m a l l e r  t o p o g r a p h i e s  p l a y e d  a  
g r e a t e r  r o l e  i n  i n f l u e n c i n g  c e l l  a t t a c h m e n t ,  w h i l e  a t t a c h m e n t  o n t o  t h e  l a r g e r  g r o o v e s  a p p e a r e d  
t o  b e  i n f l u e n c e d  b y  s u r f a c e  e n e r g y .  
C e l l  p r o l i f e r a t i o n  r e s u l t s ,  a s  s t a t e d  b y  t h e  l i t e r a t u r e  [ 1 6 6 ,  4 2 2 ] ,  s h o u l d  s h o w  a n  i n c r e a s e  i n  
p r o l i f e r a t i o n  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  r o u g h n e s s .  P r o l i f e r a t i o n  r e s u l t s  d i s p l a y e d  h i g h e r  r a t e s  f o r  2  
! l m  a n d  8  ! l m  s u r f a c e s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  a n d  l o w e r  r a t e s  f o r  t h e  r e m a i n i n g  
t o p o g r a p h i e s .  R e s e a r c h  h a s  a l s o  s t a t e d  t h a t  l o w e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  h a v e  b e e n  v i e w e d  o n  l e s s  
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o r g a n i s e d  s u r f a c e s  ( 2 3 9 ) .  H o w e v e r ,  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  r u t i l e  c o a t e d  s u b s t r a t e s ,  p r e s e n c e  o f  t h e  
w e U - o r g a n i s e d  g r o o v e d  s u r f a c e s  d i d  n o t  r e s u l t  i n  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  c o m p a r e d  t o  t h e  
c o n t r o l  s a m p l e s .  A  s t u d y  b y  M a t s u z a k a  e t  a l .  [ 3 0 0 ]  t e s t e d  r a t  b o n e  m a r r o w  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  
o n  p a r a l l e l  g r o o v e d  s a m p l e  c r e a t e d  o n  e p o x y  r e p l i c a s .  T h e s e  t e s t s  f o u n d  n o  c o r r e l a t i o n  
b e t w e e n  p r o l i f e r a t i o n  a n d  m i c r o  t e x t u r e .  O u r  s t u d y  d i d  n o t  d i s c o v e r  a  p a r t i c u l a r  t r e n d  i n  t h e  
r e s u l t s  h o w e v e r  w e  d i d  f i n d  t h a t  r u t i l e  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  i n f l u e n c e d  o s t e o b l a s t  p r o l i f e r a t i o n .  
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S U R F A C E  ( p m )  
F i g u r e  1 4 9 :  D i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  ( a )  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  ( b )  M G 6 3  c e l l  c u l t u r e  r e s u l t s  f o r  p a r a l l e l  
g r o o v e d  s a m p l e s  w i t h  a  r u t i l e  c o a t i n g .  M G 6 3  c e U s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
A  v e r y  s i m i l a r  t r e n d  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n .  I n c r e a s e s  i n  
p r o l i f e r a t i o n  c o r r e s p o n d e d  t o  i n c r e a s e s  i n  d i f f e r e n t i a t i o n .  I n c r e a s e s  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  w e r e  
s l i g h t  b u t  v i s i b l e .  R e s e a r c h  s u g g e s t e d  d e c r e a s e s  i n  p r o l i f e r a t i o n  c o r r e s p o n d e d  t o  i n c r e a s e s  i n  
d i f f e r e n t i a t i o n  [ 1 6 6 ] .  
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T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  i s  s a i d  t o  b e  l i n k e d  t o  c e l l  v i a b i l i t y  [ 3 8 8 ] .  A n  i n c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  
s h o u l d  r e s u l t  i n  a n  e q u a l  i n c r e a s e  i n  p r o t e i n  c o n t e n t  u n l e s s  s o m e  f a c t o r  a f f e c t s  t h e  p r o t e i n  
p r o d u c t i o n  o f  t h e  c e l l  [ 3 8 8 ] .  R e s u l t s  f o u n d  w i t h i n  t h i s  s t u d y  i n d i c a t e d  a n  i n c r e a s e  i n  p r o t e i n  
c o n t e n t  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y .  H o w e v e r ,  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  o u t  p e r f o r m e d  a l l  
p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  i n  t e r m s  o f  c e l l  c o u n t s  a n d  p r o t e i n  c o n t e n t .  A  c o n c l u s i o n  t h a t  c a n  b e  
d r a w n  f r o m  t h e s e  r e s u l t s  i s  t h a t  c e l l s  a p p e a r e d  t o  v i e w  t h e  l a r g e r  g r o o v e  s i z e s  a s  b e i n g  s i m i l a r  
t o  a  c o n t r o l  s u r f a c e  a n d  h e n c e  d i s p l a y e d  c h a r a c t e r i s t i c s  t o  t h e  s a m e  e f f e c t .  
4 . 3 . 1 . 3 .  A N A T  A S E  
S i m i l a r  t o  t h e  r u t i l e  c o a t i n g ,  r e s e a r c h  o n  a n a t a s e  s u r f a c e  c o a t i n g s  a r e  e x t r e m e l y  l i m i t e d  a n d  
r e s e a r c h  o n  p a r a l l e l  g r o o v e d  a n a t a s e  c o a t i n g s  a r e  n o n - e x i s t e n t .  E x p e c t e d  c e l l  b e h a v i o u r  o n  
t h e s e  s u r f a c e s  h a s  t o  b e  a p p r o x i m a t e d  f r o m  r e s e a r c h  c o n d u c t e d  o n  d i f f e r e n t  m a t e r i a l s  a n d  
d i f f e r e n t  s u r f a c e  t e x t u r e s .  
C e l l  m o r p h o l o g i c a l  r e s u l t s  o n  a n a t a s e  c o a t e d  g r o o v e d  ( r e f e r  F i g u r e  9 8 )  s p e c i m e n s  d i s p l a y e d  
a l i g n e d  a n d  w e l l  e x t e n d e d  s t r u c t u r e s  f o r  t h e  2  I l m  s a m p l e  a n d  s i m p l y  a n  a l i g n e d  m o r p h o l o g y  
o n  4  I l m  s u r f a c e s .  T h e  l a r g e r  g r o o v e d  s u r f a c e s  s h o w e d  a n  e l o n g a t e d  s h a p e  f o r  t h e  8  I l m  
s a m p l e  a n d  a  r a n d o m l y  e x t e n d e d  s t r u c t u r e  f o r  t h e  1 0  I l m  s a m p l e .  C e l l s  o n  t h e  l a r g e r  g r o o v e d  
s u r f a c e  d i s p l a y e d  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  w i t h  a  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  n u m b e r  o f  
l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a .  T h e  c o n t r o l  s a m p l e  ( r e f e r  F i g u r e  I  0 7 c )  d i s p l a y e d  a  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  
a t t a c h m e n t  w i t h  a  f l a t t e n e d  a n d  e x t e n s i v e l y  w e l l - e x t e n d e d  m o r p h o l o g y .  
A n a t a s e  s u r f a c e  e n e r g y  s h o w e d  l i t t l e  d i f f e r e n c e  i n  r e s u l t s  b e t w e e n  t h e  g r o o v e d  s a m p l e  
g r o u p s ,  e x c e p t  f o r  t h e  s l i g h t l y  h i g h e r  e n e r g y  s e e n  w i t h  t h e  8  I l m  t o p o g r a p h y .  T h e  g r o o v e d  
s u r f a c e  p a t t e r n  a p p e a r e d  t o  h a v e  a  n e g a t i v e  e f f e c t  o n  t h e  m a t e r i a l ' s  s u r f a c e  c o a t i n g  c o m p a r e d  
t o  t h e  c o n t r o l  s a m p l e .  T h e  r e l a t i v e l y  h i g h  s u r f a c e  e n e r g y  o b s e r v e d  o n  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  
r e s u l t e d  i n  e q u a l l y  w e l l  a d h e r e d  a n d  w e l l  e x t e n d e d  c e l l  m o r p h o l o g y  w h i c h  w a s  c o n s i s t e n t  
w i t h  p r i o r  r e s e a r c h  [ 1 8 6 ] .  T h e s e  c e l l s  a l s o  d i s p l a y e d  a  s i g n i f i c a n t  n u m b e r  o f  f i l o p o d i a  
e x t e n d i n g  a r o u n d  i t s  e n t i r e  p e r i p h e r y .  S u r f a c e  e n e r g y  d i d  n o t  a p p e a r  t o  p l a y  a s  l a r g e  a  r o l e  
w i t h  c e l l s  g r o w n  o n  t h e  p a t t e r n e d  s u r f a c e s ,  a s  t h e  h i g h e s t  s u r f a c e  e n e r g y  s e e n  f o r  t h e  8  I l m  
t o p o g r a p h y  r e s u l t e d  i n  t h e  l e a s t  w e l l - e x t e n d e d  c e l l  s t r u c t u r e .  T h e  2  I l m ,  4  I l m  a n d  1 0  I l m  
s u b s t r a t e s  d i s p l a y e d  a  s i m i l a r  l e v e l  o f  s u r f a c e  e n e r g y  h o w e v e r  s h o w e d  c o n s i d e r a b l e  
d i f f e r e n c e s  i n  c e l l  m o r p h o l o g y .  
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(  . . . .  )  
F i g u r e  I S O :  D i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  ( a )  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  ( b )  M G 6 3  c e l l  c u l t u r e  r e s u l t s  f o r  p a r a l l e l  
g r o o v e d  s a m p l e s  w i t h  a n  a n a t a s e  c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 · d a y  p e r i o d .  
C e l l  m o r p h o l o g i c a l  r e s u l t s  a r e  s a i d  t o  t r a n s l a t e  i n t o  v a r i a t i o n s  i n  c e l l  a t t a c h m e n t  [ 1 5 7 ] .  F l a t t e r  
c e l l  s t r u c t u r e s  a r e  a  s i g n  o f  a  w e l l  a d h e r e d  c e l l s  a n d  w o u l d  m e a n  h i g h e r  a t t a c h m e n t  l e v e l s  
[ 1 5 7 ] .  O v e r a l l ,  a t t a c h m e n t  r a t e s  o n  g r o o v e d  a n a t a s e  c o a t e d  s a m p l e s  w e r e  a b o u t  7 5  %  a n d  o n  
t h e  u n p a t t e m e d  c o n t r o l  a b o u t  7 0  % ,  w h i c h  w e r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  r e l a t i v e l y  g o o d .  T h e  2  I l m  
s a m p l e s ,  w h i c h  d i s p l a y e d  e x t r e m e l y  w e l l  e x t e n d e d  a n d  a l i g n e d  c e l l s ,  d i s p l a y e d  a  s i g n i f i c a n t l y  
h i g h e r  a t t a c h m e n t  r a t e  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  a n d  s l i g h t l y  h i g h e r  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  t h e  
o t h e r  g r o o v e d  s u r f a c e s .  T h e  4  I l m  s a m p l e  d i s p l a y e d  a  l e s s  e x t e n d e d  s t r u c t u r e  h o w e v e r  i t  w a s  
c o n t o u r e d  t o  t h e  u n d e r l y i n g  s u r f a c e  a n d  w e l l  a l i g n e d ,  h e n c e  t h e  a t t a c h m e n t  r a t e  o b s e r v e d  f o r  
t h i s  s a m p l e  w a s  a c c e p t a b l e .  T h e  l a r g e r  g r o o v e d  s u r f a c e s  d i s p l a y e d  p o o r l y  e x t e n d e d  c e l l  
s t r u c t u r e s  a n d  h e n c e  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  d i s p l a y  l o w  a t t a c h m e n t  l e v e l s ,  h o w e v e r  s i n c e  t h i s  
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w a s  n o t  t h e  c a s e ,  i t  w a s  a s s u m e d  t h a t  t h e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h  n u m b e r  o f  f o c a l  a d h e s i o n s  
c o m p e n s a t e d  f o r  t h e  c e l l  m o r p h o l o g y  b y  a n c h o r i n g  t h e  c e l l  s e c u r e l y  t o  t h e  s u b s t r a t e .  
C e l l s  t h a t  d i s p l a y  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  d i v i d e  a t  l o w e r  r a t e s ,  
m e a n i n g  t h a t  t h e y  w i l l  s h o w  l o w e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  a n d  l o w e r  c e l l  c o u n t s  [ 4 2 3 ,  4 2 4 ] .  T h e  
l a r g e r  g r o o v e d  s u b s t r a t e s  d i s p l a y e d  c e l l s  i n  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  w h i c h  
c o r r e s p o n d e d  t o  l o w e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s .  H o w e v e r ,  a  s i m i l a r  t r e n d  w a s  n o t  v i s i b l e  f o r  c e l l  
v i a b i l i t y .  T h e  8  ! l m  s a m p l e  d i s p l a y e d  o n e  o f  t h e  l o w e s t  c e l l  c o u n t s ,  b u t  t h e  1 0  ! l m  s a m p l e  
r e c o r d e d  o n e  o f  t h e  h i g h e s t .  T h e  c o n t r o l  a n d  2  ! l m  s a m p l e s  a c h i e v e d  t h e  m o s t  w e l l - e x t e n d e d  
c e l l  s t r u c t u r e s  w h i c h  c o r r e s p o n d e d  t o  s o m e  o f  t h e  h i g h e s t  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s ;  h o w e v e r  t h e  
s a m e  t r e n d  w a s  n o t  s e e n  w i t h  v i a b i l i t y .  I t  a p p e a r e d  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  p r e s e n t  o n  a  s a m p l e  
w a s  n o t  d e p e n d e n t  o n  t h e  c e l l  s h a p e ;  h o w e v e r  h o w  w e l l  t h e s e  c e l l s  p r o l i f e r a t e d  w a s  a  f a c t o r .  
C e l l  v i a b i l i t y  w a s  a l s o  n o t  s e e n  t o  b e  i n f l u e n c e d  b y  s u r f a c e  e n e r g y .  H i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  
w e r e  t h o u g h t  t o  s t i m u l a t e  m o r e  c e l l  g r o w t h  [ 1 8 6 ] .  T h e  h i g h e s t  s u r f a c e  e n e r g y  r e c o r d e d  f o r  
t h e  c o n t r o l  s a m p l e  d i s p l a y e d  o n e  o f  t h e  l o w e s t  c e l l  c o u n t s .  A l s o  a  p e a k  i n  s u r f a c e  e n e r g y  w a s  
o b s e r v e d  f o r  t h e  8  J . l f f i  s a m p l e  w h i c h  s h o w e d  n o  v i s i b l e  e f f e c t  i n  c e l l  v i a b i l i t y .  
S u r f a c e  e n e r g y  d i d  n o t  a p p e a r  t o  h a v e  a s  g r e a t  a n  i m p a c t  o n  c e l l  a t t a c h m e n t  l e v e l s  a s  f i r s t  
e x p e c t e d .  V i r t u a l l y  n o  d i f f e r e n c e s  w e r e  v i s i b l e  i n  c e l l  a t t a c h m e n t  l e v e l s  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  
a n d  g r o o v e d  s p e c i m e n s ,  e x c e p t  t h e  2  J . l f f i  s a m p l e  w h i c h  r e c o r d e d  a  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  r a t e  
c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  T h e  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  a c h i e v e d  f o r  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  
c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  l o w e s t  a t t a c h m e n t  r a t e .  I t  a p p e a r e d  t h a t  t h e  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  h a d  a  
g r e a t e r  i n f l u e n c e  i n  c e l l  g r o w t h  a n d  a t t a c h m e n t  o n  t h e  a n a t a s e  c o a t e d  s p e c i m e n s .  
H i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t e d  i n  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  f o r  t h e  c o n t r o l  s a m p l e .  H i g h  
s u r f a c e  e n e r g y  i s  k n o w n  t o  p r o m o t e  g r e a t e r  c e l l  v i a b i l i t y  a n d  g r e a t e r  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  [ 1 8 6 ] .  
S u c h  a  l i n k  w a s  n o t  o b s e r v e d  f o r  t h e  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s .  P r o l i f e r a t i v e  r a t e s  f o r  t h e  2  ! l m  
s a m p l e  w a s  r e l a t i v e l y  h i g h  c o m p a r e d  t o  t h e  o t h e r  p a t t e r n e d  s u r f a c e s  w h i c h  w a s  c o n s i s t e n t  
w i t h  a  c o r r e s p o n d i n g l y  h i g h  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  s u r f a c e  a r e a .  H i g h e r  s u r f a c e  r o u g h n e s s ,  
m e a n i n g  h i g h e r  s u r f a c e  a r e a s  a r e  s a i d  t o  s t i m u l a t e  g r e a t e r  p r o l i f e r a t i o n .  Y e t  t h i s  t h e o r y  d i d  
n o t  h o l d  t r u e  f o r  t h e  r e m a i n i n g  s a m p l e  g r o u p s .  T h e r e  w a s  n o  v i s i b l e  d i f f e r e n c e  i n  
p r o l i f e r a t i o n  f o r  t h e  4  ! l m ,  8  ! l m  a n d  1 0  ! l m  s a m p l e s ,  d e s p i t e  t h e  8  ! l m  s a m p l e s  s h o w i n g  a  
p e a k  i n  s u r f a c e  e n e r g y .  
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T h e  r a t e  o f  p r o l i f e r a t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  f o r  g r o o v e d  r u t i l e  s a m p l e s  d i d  n o t  s h o w  a n y  l i n k s  
d e s p i t e  p r o l i f e r a t i o n  r a t e s  b e i n g  k n o w n  t o  d e c r e a s e  a n d  A L P  a c t i v i t y  i n c r e a s e  w i t h  a n  
i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  [ 1 6 6 ] .  
T h e  t o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  c e l l s  d i d  n o t  s h o w  a n y  r e a l  v a r i a t i o n  b e t w e e n  t h e  g r o o v e d  a n d  
c o n t r o l  s a m p l e ,  e x c e p t  f o r  t h e  8  / l m  s a m p l e  d i s p l a y i n g  a  m o d e r a t e  d r o p  i n  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  
t h e  c o n t r o l .  P r o t e i n  p r o d u c t i o n  o n  g r o o v e d  s u r f a c e s  w a s  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  t o  l e v e l s  o n  
c o n t r o l  s a m p l e s .  L e v e l s  o f  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  v i a b i l i t y  s h o u l d  d i s p l a y  a  s i m i l a r  t r e n d ,  
a s  t o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  i s  s o m e t i m e s  m e a s u r e d  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  c e l l  c o u n t  [ 3 8 8 ] .  
4 . 3 . 1 . 4 .  A M O R P H O U S  
S t u d i e s  o n  a m o r p h o u s  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s  w e r e  e x t r e m e l y  l i m i t e d  a n d  r e s e a r c h  o n  
p a r a l l e l  g r o o v e d  a n a t a s e  c o a t i n g s  a r e  n o n - e x i s t e n t ,  s i m i l a r  t o  a n a t a s e  a n d  r u t i l e .  E x p e c t e d  c e l l  
b e h a v i o u r  o n  t h e s e  s u r f a c e s  w e r e  a p p r o x i m a t e d  f r o m  r e s e a r c h  c o n d u c t e d  o n  d i f f e r e n t  
m a t e r i a l s  a n d  t h r e e  d i s t i n c t  s u r f a c e  t e x t u r e s .  
C e l l  m o r p h o l o g i c a l  r e s u l t s  o n  a m o r p h o u s  c o a t e d  s p e c i m e n s  w i t h  a  g r o o v e d  s t r u c t u r e  ( r e f e r  
F i g u r e  9 9 )  d i s p l a y e d  a l i g n e d  a n d  w e l l  c o n t o u r e d  p h e n o t y p e s  f o r  t h e  2  / l m  a n d  4  / l m  s u r f a c e s .  
C e l l s  c o n s i s t e d  o f  a n  e l o n g a t e d  a n d  n a r r o w  c y t o s k e l e t a l  s t r u c t u r e  w h i c h  m o s t l y  p r o g r e s s e d  
a l o n g  t h e  r i d g e  s u r f a c e .  T h e  l a r g e r  g r o o v e d  t o p o g r a p h i e s  s h o w e d  a n  e l o n g a t e d  s h a p e  w i t h  a  
r e l a t i v e l y  b r o a d e r  c e n t r a l  a r e a  a n d  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  a l i g n m e n t .  C e l l s  o n  t h e s e  
s u r f a c e  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a .  C o n t r o l  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  
1 0 7  d )  d i s p l a y e d  a n  e x t r e m e l y  f l a t  a n d  b r o a d  c e l l  s t r u c t u r e  w h i c h  s h o w e d  g r o w t h  i n  a l l  
d i r e c t i o n s .  
T h e  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  d i s p l a y e d  o n  t h e  c o n t r o l  a n d  2  / l m  s a m p l e s  s h o u l d  t r a n s l a t e  t o  
s i g n i f i c a n t l y  w e l l  a t t a c h e d ,  f l a t  c e l l  m o r p h o l o g y  [ 1 8 6 ] .  T h i s  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  c e l l s  o n  b o t h  
t o p o g r a p h y  t y p e s .  H o w e v e r  t h e  4  / l m ,  8  / l m  a n d  1 0  / l m  s u r f a c e s  d i d  n o t  d i s p l a y  s u c h  a  
c o n s i s t e n t  t r e n d .  P r e s e n c e  o f  t h e  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  n u m b e r  o f  f i l o p o d i a  e x t e n d i n g  f r o m  
c e l l s  o n  t h e  8  / l m  a n d  1 0  / l m  s u r f a c e s  w o u l d  n o r m a l l y  o c c u r  o n  a  s u r f a c e  w i t h  h i g h  s u r f a c e  
e n e r g y ,  a l t h o u g h  b o t h  t o p o g r a p h i e s  d i s p l a y e d  s o m e  o f  t h e  l o w e s t  s u r f a c e  e n e r g i e s  o f  a l l  t h e  
s a m p l e  g r o u p s .  A l l  g r o o v e d  t o p o g r a p h i e s  h a d  a  n e g a t i v e  e f f e c t  o n  t h e  m a t e r i a l ' s  s u r f a c e  
c o a t i n g  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  s a m p l e .  S u r f a c e  e n e r g y  ( r e f e r  F i g u r e  1 5 1 a )  d i d  n o t  a p p e a r  t o  
p l a y  a s  g r e a t  a  r o l e  i n  i n f l u e n c i n g  c e l l  s h a p e  a s  t h e  s u r f a c e  t o p o g r a p h y .  
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S U R F A C E  ( p m )  
F i g u r e  I  S I :  D i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  < a )  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  ( b )  M G 6 3  c e l l  c u l t u r e  r e s u l t s  f o r  p a r a l l e l  
g r o o v e d  s a m p l e s  w i t h  a n  a m o r p h o u s  c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
F l a t t e r  c e l l  s t r u c t u r e s  w e r e  s a i d  t o  b e  a  s i g n  o f  a  w e l l  a d h e r e d  c e l l  a n d  s h o u l d  t r a n s l a t e  t o  a  
h i g h e r  l e v e l  o f  c e l l  a t t a c h m e n t  [ 1 5 7 ] .  A l l  g r o o v e d  a n d  c o n t r o l  s u r f a c e  d i s p l a y e d  c e l l s  w i t h  a  
r e l a t i v e l y  f l a t  s t r u c t u r e  a n d  a  g o o d  l e v e l  o f  a t t a c h m e n t  o f  a b o u t  7 0  %  f o r  t h e  g r o o v e d  s u r f a c e s  
a n d  a b o u t  6 0  %  f o r  t h e  c o n t r o l s .  T h e  2  ~m a n d  4  ~m s a m p l e s  d i s p l a y e d  a  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  
r a t e  o f  a t t a c h m e n t  t h a n  t h e  c o n t r o l  d i s p l a y i n g  a  m o r e  w e l l  a l i g n e d  c e l l  s t r u c t u r e .  A l i g n e d  c e l l s  
a r e  s a i d  t o  d e m o n s t r a t e  a  m o r e  f a v o u r a b l e  a t t a c h m e n t  r a t e  t h a n  s p h e r i c a l l y  s h a p e d  c e l l s  [ 1 5 9 ] .  
W i t h  t h e  a m o r p h o u s  c o a t i n g ,  s u r f a c e  t e x t u r e  a p p e a r e d  t o  p l a y  a  s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  a l t e r i n g  
c e l l  m o r p h o l o g y  a n d  i n  t u r n  e n h a n c i n g  c e l l  a t t a c h m e n t .  
2 6 0  
C e l l s  t h a t  d i s p l a y  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  d i v i d e  a t  l o w e r  r a t e s ,  
m e a n i n g  t h e y  w i l l  s h o w  l o w e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  a n d  l o w e r  c e l l  v i a b i l i t y  [ 4 2 3 ,  4 2 4 ] .  T h e  
f l a t t e r  c e l l  s t r u c t u r e s  o b s e r v e d  o n  t h e  a m o r p h o u s  s a m p l e s  s h o u l d  i m p l y  a n  i n c r e a s e  i n  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  c e l l  v i a b i l i t y .  C e l l  v i a b i l i t y  d i d  n o t  i n d i c a t e  a n y  s u c h  l i n k  w i t h  l i t t l e  
v a r i a t i o n  i n  r e s u l t s .  C e l l s  o n  g r o o v e d  s p e c i m e n s  d i s p l a y e d  h i g h e r  c e l l  v i a b i l i t y  h o w e v e r  t h e  
c o n t r o l  s a m p l e  p o s s e s s e d  o n e  o f  t h e  m o s t  w e l l  e x t e n d e d  c e l l  s t r u c t u r e s ,  c o n c l u s i v e l y  p r o v i n g  
t h e  l a c k  o f  m o r p h o l o g i c a l  i n f l u e n c e  o n  v i a b i l i t y .  P r o l i f e r a t i v e  r a t e s  o n  t h e  o t h e r  h a n d  d i d  
d i s p l a y  a  v a r i a t i o n  i n  r e s u l t s  w i t h  v a r i a t i o n s  i n  s u r f a c e  t e x t u r e .  H o w e v e r  t h i s  w a s  n o t  l i n k e d  
t o  m o r p h o l o g i c a l  r e s u l t s .  T h e  m o s t  w e l l  e x t e n d e d  c e l l s  o n  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  d i s p l a y e d  o n e  
o f  t h e  l o w e s t  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s .  
C e l l  v i a b i l i t y  a n d  p r o l i f e r a t i o n  a r e  a l s o  s a i d  t o  i n c r e a s e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  
[ 1 8 6 ] .  C e l l  v i a b i l i t y  w a s  n o t  s e e n  t o  b e  i n f l u e n c e d  b y  s u r f a c e  e n e r g y .  T h e  h i g h  s u r f a c e  e n e r g y  
o b s e r v e d  f o r  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  d i d  n o t  d i s p l a y  e q u a l l y  h i g h  c e l l  v i a b i l i t y .  I t  d i s p l a y e d  o n e  o f  
t h e  l o w e s t  c e l l  c o u n t s .  P r o l i f e r a t i v e  r a t e s  d i s p l a y e d  t h e  o p p o s i t e  t r e n d  t o  s u r f a c e  e n e r g y  w i t h  
a  d e c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  c a u s i n g  a n  i n c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i o n .  S u r f a c e  e n e r g y  d i d  n o t  h a v e  
a n  i n f l u e n c e  i n  p r o l i f e r a t i v e  a n d  v i a b i l i t y  r a t e s .  I t  a p p e a r s  t h a t  t h e  c h a n g e  i n  s u r f a c e  
t o p o g r a p h y  e n h a n c e d  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  c e l l s ;  h e n c e  t h e  l i t t l e  v a r i a t i o n  i n  c e l l  
v i a b i l i t y  c a u s e d  s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n s  i n  p r o l i f e r a t i o n .  
T h e  r a t e  o f  p r o l i f e r a t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  f o r  g r o o v e d  a m o r p h o u s  s a m p l e s  d i d  n o t  s h o w  a n y  
l i n k s  d e s p i t e  p r o l i f e r a t i o n  r a t e s  b e i n g  k n o w n  t o  d e c r e a s e  a n d  A L P  a c t i v i t y  i n c r e a s e  w i t h  a n  
i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  [ 1 6 6 ] .  
T h e  t o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  c e l l s  d i s p l a y e d  a n  a l m o s t  i d e n t i c a l  t r e n d  i n  g r a p h i c a l  r e s u l t s  t o  
c e l l  v i a b i l i t y .  T h e  o n l y  s a m p l e  t h a t  d i d  n o t  d i s p l a y  a  l i n k  w a s  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  2  I l m  
s a m p l e  w h i c h  d i s p l a y e d  a  f a l l  i n  p r o t e i n  l e v e l s  d e s p i t e  a n  i n c r e a s e  i n  c e l l  c o u n t .  P r o t e i n  
p r o d u c t i o n  o n  g r o o v e d  s u r f a c e s  w a s  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  t o  l e v e l s  o n  c o n t r o l  s a m p l e s .  L e v e l s  
o f  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  v i a b i l i t y  s h o u l d  d i s p l a y  a  s i m i l a r  t r e n d  a s  t o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  
i s  m e a s u r e d  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  c e l l  c o u n t  [ 3 8 8 ] .  
4 . 3 . 1 . 5 .  D I A M O N D - L I K E  C A R B O N  
C e l l  m o r p h o l o g y  r e s u l t s  f o r  g r o o v e d  D L C  c o a t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  l O O )  s h o w e d  a  
g r e a t e r  c e l l  a l i g n m e n t  o n  t h e  s m a l l e r  ( 2  I l m  a n d  4  I l m )  g r o o v e s ,  d i s p l a y i n g  a n  e l o n g a t e d  a n d  
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n a r r o w  c e l l  s h a p e .  T h e  l a r g e r  ( 8  J l m  a n d  1 0  J l m )  g r o o v e s  d e m o n s t r a t e d  a  l e s s  a l i g n e d  
s t r u c t u r e ,  h o w e v e r  c o n s i d e r a b l y  m o r e  e l o n g a t e d  t h a n  c e l l s  o n  t h e  s m a l l e r  g r o o v e s  a n d  
r e l a t i v e l y  n a r r o w .  C o n t r o l  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 0 7 e )  d i s p l a y e d  a  r a n d o m l y  o r i e n t e d  c e l l  
s t r u c t u r e .  T h e  l a r g e r  g r o o v e d  a n d  c o n t r o l  s u r f a c e s  d i s p l a y e d  a  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  d e n s i t y  o f  
l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  t h a n  w e r e  o b s e r v e d  o n  o t h e r  t h i n  f i l m  c o a t i n g s .  O v e r a l l ,  t h e  c e l l s  o n  t h e  
g r o o v e d  a n d  u n p a t t e r n e d  D L C  s u r f a c e s  d i s p l a y e d  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  t h a n  w e r e  
o b s e r v e d  o n  o t h e r  s u r f a c e  c o a t i n g s .  
D L C  c o a t i n g s  a r e  g e n e r a l l y  s a i d  t o  p o s s e s s  a  r a t h e r  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e ,  a n d  t h e r e f o r e  s h o u l d  
a c h i e v e  r e l a t i v e l y  l o w  s u r f a c e  e n e r g i e s  [ 2 7 0 ] .  T h e  o v e r a l l  c e l l  m o r p h o l o g y  o n  t h i s  s u r f a c e  
c o a t i n g  d e p i c t e d  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  t h a n  o n  a n y  o f  t h e  t i t a n i u m  c o a t i n g s ,  w h i c h  i s  
c o n s i s t e n t  w i t h  i t s  h y d r o p h o b i c  r e p u t a t i o n .  H o w e v e r ,  i n  t e r m s  o f  s u r f a c e  e n e r g y  ( r e f e r  F i g u r e  
l 5 2 a ) ,  t h e  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  a c h i e v e d  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  t h a n  a n y  o f  t h e  t i t a n i u m  
o x i d e s  a n d  a l m o s t  a s  h i g h  a s  c p T i .  M o r p h o l o g i c a l  r e s u l t s  o n  t h e  2  J l m  a n d  4  J l m  s u r f a c e s  
d i s p l a y e d  f l a t t e r  c e l l  s t r u c t u r e s  t h a n  t h e  l a r g e r  g r o o v e s  a n d  a l s o  r e c o r d e d  s o m e  o f  t h e  h i g h e s t  
s u r f a c e  e n e r g i e s .  H i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  i s  s a i d  t o  c r e a t e  f l a t t e r  a n d  m o r e  w e l l - e x t e n d e d  c e l l s  
[ 1 8 6 ] .  T h e  l a r g e r  g r o o v e s  d i s p l a y e d  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  a n d  a  l e s s  f l a t t e n e d  s t r u c t u r e .  
D e s p i t e  t h e  l i n k  b e t w e e n  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  c e l l  m o r p h o l o g y  b e i n g  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e o r y ,  
t h e  l e v e l  o f  s u r f a c e  e n e r g y  r e a c h e d  b y  t h e  D L C  c o a t e d  s u b s t r a t e s  s h o u l d  r e s u l t  i n  a n  e v e n  
b e t t e r  a d h e r e d  c e l l  s t r u c t u r e ,  a t  l e a s t  a s  f l a t  a s  w a s  a c h i e v e d  o n  t h e  t i t a n i u m  o x i d e  s a m p l e s .  
D L C  c o a t e d  s p e c i m e n s  d i s p l a y e d  a t t a c h m e n t  l e v e l s  o f  a b o u t  8 0 %  f o r  a l l  s a m p l e  g r o u p s ,  
e x c e p t  t h e  4  J l m  s u b s t r a t e .  T h e  4  J l m  s a m p l e  p o s s e s s e d  o n e  o f  t h e  b e s t  a d h e r e d  c e l l  s t r u c t u r e s  
m o r p h o l o g i c a l l y ;  h o w e v e r  i t  a c h i e v e d  t h e  l o w e s t  l e v e l  o f  a t t a c h m e n t .  T h e  t h e o r y  t h a t  f l a t t e r  
c e l l  m o r p h o l o g i e s  a r e  a n  i n d i c a t i o n  o f  h o w  e f f i c i e n t l y  a  c e l l  a d h e r e s  t o  a  s u r f a c e  [ 1 5 7 ]  d o e s  
n o t  a p p l y  i n  t h i s  c a s e .  
R e s e a r c h  h a s  a l s o  s t a t e d  t h a t  a  c e l l  w h i c h  a t t a c h e s  a n d  e x t e n d s  l i t t l e  w i l l  s h o w  l o w e r  
p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  a n d  h e n c e  l o w e r  c e l l  c o u n t s  [ 1 6 5 ] .  T h e  l a r g e r  g r o o v e  s a m p l e  d i s p l a y e d  a  
g r e a t e r  d e g r e e  o f  c e l l  e x t e n s i o n  a n d  h e n c e  o b t a i n e d  a  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  a n d  c e l l  c o u n t .  
T h e  c o n t r o l  s a m p l e  a c h i e v e d  a  l e v e l  o f  e x t e n s i o n  i n  b e t w e e n  t h e  s m a l l  a n d  l a r g e  g r o o v e s  a n d  
t h e r e f o r e  o b t a i n e d  a  c e l l  c o u n t  a t  t h e  s a m e  p o i n t  i n  t h e  d a t a .  H o w e v e r  p r o l i f e r a t i o n  f o r  t h e  
c o n t r o l  s a m p l e  d e m o n s t r a t e d  t h e  l o w e s t  p r o l i f e r a t i v e  r a t e ,  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  l a c k  o f  a  
s u r f a c e  t e x t u r e  w h i c h  a p p e a r e d  t o  e n h a n c e  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  c e l l s  o n  t h e  p a t t e r n e d  
s u r f a c e s .  
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S u r f a c e  e n e r g y  n o t  o n l y  i n f l u e n c e s  c e l l  m o r p h o l o g y  b u t  a l s o  c e l l  v i a b i l i t y  a n d  l e v e l s  o f  
a t t a c h m e n t .  H i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  h a v e  b e e n  k n o w n  t o  i n c r e a s e  c e l l  v i a b i l i t y  [ 1 8 0 ]  a n d  
p r o m o t e  a  g r e a t e r  a d s o r p t i o n  o f  p r o t e i n  w h i c h  l e a d s  t o  h i g h e r  a t t a c h m e n t  r a t e s  [ 4 2 1 ] .  C e l l  
v i a b i l i t y ,  i n  t h i s  c a s e ,  s h o w e d  c e l l  c o u n t  t o  i n c r e a s e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  s i z e  a n d  a  
d e c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y .  T h i s  o p p o s i n g  t r e n d  m u s t  m e a n  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  h a d  a  g r e a t e r  
i n f l u e n c e  o n  c e l l  g r o w t h  t h a n  s u r f a c e  c h e m i s t r y .  A t t a c h m e n t  r a t e s  t o o  s h o w e d  n o  c o n s i s t e n c y  
w i t h  s u r f a c e  e n e r g y .  
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F i g u r e  1 5 2 :  D i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  ( a )  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  ( b )  M G 6 3  c e l l  c u l t u r e  r e s u l t s  f o r  p a r a l l e l  
g r o o v e d  s a m p l e s  w i t h  a  D L C  c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
C e l l  p r o l i f e r a t i o n  a s  s t a t e d  b y  l i t e r a t u r e  [ 1 6 6 ,  4 2 2 ]  s h o u l d  d e c r e a s e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  
s u r f a c e  r o u g h n e s s .  P r o l i f e r a t i o n  d a t a  f o r  D L C  d i s p l a y e d  t h i s  t r e n d  a s  t h e  r a t e  d e c r e a s e d  w i t h  
a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s ,  m e a n i n g  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  a r e a  ( 2  ~m t o p o g r a p h y  
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w o u l d  h a v e  t h e  g r e a t e r  s u r f a c e  a r e a ) .  C e l l  p r o l i f e r a t i o n  l e v e l s  a r e  a l s o  k n o w n  t o  c o r r e s p o n d  t o  
d i f f e r e n t i a t i o n .  A n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s ,  s h o u l d  c o r r e l a t e d  t o  a  d e c r e a s e  i n  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  a n  i n c r e a s e  i n  A L P  a c t i v i t y  [ 2 0 8 ] .  R e s u l t s  s u p p o r t e d  t h i s  t h e o r y  a s  w e  
w i t n e s s e d  a  d e c r e a s e  i n  A L P  a c t i v i t y  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u b s t r a t e  s u r f a c e  a r e a .  T h e  c o n t r o l  
s a m p l e  h o w e v e r  d i s p l a y e d  a  d r o p  i n  A L P  a c t i v i t y  w i t h  a  d e c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i o n .  A s  t h e  
c o n t r o l  c o n t a i n s  t h e  l o w e s t  s u r f a c e  a r e a  i t  s h o u l d  d i s p l a y  a  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e .  
E a c h  c e l l  c o n t a i n s  a  c e r t a i n  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t h e r e f o r e  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  c e l l s  
s h o u l d  r e s u l t  i n  a  g r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n s  [ 3 8 8 ] .  G r a p h  o f  t o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  a n d  
c e l l  c o u n t  d i s p l a y e d  a  s i m i l a r  t r e n d ,  w h i c h  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  r e s e a r c h .  
T e s t s  f o r  p r o t e i n  l e v e l s  a r e  a  g o o d  i n d i c a t o r  o f  t h e  a b i l i t y  o f  d i f f e r e n t  s u r f a c e s  t o  s u p p o r t  c e l l  
a d h e s i o n  [ 3 8 8 ] .  L i t t l e  v a r i a t i o n  i n  a t t a c h m e n t  l e v e l s  w e r e  o b s e r v e d  w i t h  c h a n g e s  i n  g r o o v e  
d i m e n s i o n s  e x c e p t  w i t h  t h e  4  ! l m  s u r f a c e s .  N o  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  p r o t e i n  c o n t e n t  a n d  
a t t a c h m e n t  l e v e l s  w a s  o b s e r v e d .  
4 . 3 . 2 .  P I L L A R E D  T O P O G R A P H Y  
4 . 3 . 2 . 1 .  C O M M E R C I A L L Y  P U R E  T I T A N I U M  
C e l l  m o r p h o l o g i c a l  r e s u l t s  o n  p i l l a r e d  c p T i  s p e c i m e n s  ( r e f e r  F i g u r e  1 0 1 )  d i s p l a y e d  a  
s o m e w h a t  a l i g n e d  s t r u c t u r e  o n  t h e  5  ! l m  s a m p l e s  w i t h  c e l l s  p r o g r e s s i n g  o v e r  m a n y  p i l l a r s  a n d  
o b t a i n i n g  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n .  C e l l s  g r o w n  o n  t h e  l a r g e r  I S  ! l m  p i l l a r s  p o s s e s s e d  a  
m o r e  r a n d o m l y  o r i e n t e d  a n d  f l a t t e n e d  s t r u c t u r e .  T h e  s m a l l e r  p i l l a r e d  s u r f a c e  d i s p l a y e d  c e l l s  
w i t h  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a .  
T y p i c a l l y  a  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  i n  a  m o r e  w e l l  s p r e a d  a n d  w e l l  a d h e r e d  c e l l  
s t r u c t u r e  [ 1 8 6 ] .  T h e  5  ! l m  t o p o g r a p h y  d i s p l a y e d  a  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  ( r e f e r  F i g u r e  1 5 3 a )  
t h a n  t h e  1 5  ! l m  s u r f a c e ,  h o w e v e r  d i s p l a y e d  a  l e s s  w e l l - a d h e r e d  o r  w e l l - s p r e a d  p r o f i l e .  D e s p i t e  
t h e  s m a l l e r  t o p o g r a p h y  e n h a n c i n g  s u r f a c e  e n e r g y  i t  d i d  n o t  a p p e a r  t o  e n h a n c e ,  a t  l e a s t  
v i s u a l l y ,  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  c e l l  a n d  s u b s t r a t e .  T o p o g r a p h y  a p p e a r e d  t o  p l a y  a  g r e a t e r  
r o l e  i n  c e l l  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  u n d e r l y i n g  s u b s t r a t e .  
T h e  f l a t t e r  c e l l  m o r p h o l o g y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  e n h a n c e  l e v e l s  o f  c e l l  a t t a c h m e n t  [ 1 5 7 ] .  N o  
n o t i c e a b l e  d i f f e r e n c e  i n  c e l l  a t t a c h m e n t  r a t e s  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  p i l l a r e d  o r  c o n t r o l  
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s a m p l e s .  T h e  m o r p h o l o g y  o f  t h e  c e l l  d i d  n o t  a p p e a r  t o  i n f l u e n c e  a t t a c h m e n t  i n  a n y  w a y .  I t  i s  
p o s s i b l e  t h a t  c e l l s  w e r e  w e l l  c o n t o u r e d  o n t o  t h e  s u r f a c e  w i t h  b o t h  p i U a r e d  s u b s t r a t e s  d e s p i t e  
t h e  d e c e p t i v e l y  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  o b s e r v e d  o n  t h e  5  I l m  s a m p l e s .  
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F i g u r e  1 5 3 :  D i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  ( a )  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  ( b )  M G 6 3  c e l l  c u l t u r e  r e s u l t s  f o r  p i l l a r e d  
s a m p l e s  w i t h  a  c p T i  c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
C e l l s  t h a t  d i s p l a y  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  d i v i d e  a t  l o w e r  r a t e s ,  
[ 4 2 3 , 4 2 4 ) .  F u r t h e r  c o n f i ' l I I i n g  t h e  d i s c u s s i o n  m a d e  i n  t h e  p r e v i o u s  p a r a g r a p h ,  c e l l s  a p p e a r e d  
t o  h a v e  o b t a i n e d  a  m u c h  f l a t t e r  m o r p h o l o g y  t h a n  i n i t i a l l y  o b s e r v e d  a s  p r o l i f e r a t i o n  l e v e l s  f o r  
a l l  s u r f a c e s  i n c l u d i n g  t h e  c o n t r o l  a c h i e v e  a b o u t  a  s i m i l a r  r a t e .  C e l l s  i n  a  m o r e  r o u n d e d  
c o n f i g u r a t i o n  a r e  t h o u g h t  t o  a l s o  d i s p l a y  l o w e r  c e l l  c o u n t s  [ 4 2 3 ,  4 2 4 ] .  C e l l  v i a b i l i t y  d i s p l a y e d  
a  s i m i l a r  t r e n d  t o  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  l i t t l e  v a r i a t i o n  i n  c e l l  c o u n t  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  
c o n t r o l  a n d  p i l l a r e d  s a m p l e s .  
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H i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  o c c u r  i n  r o u g h e r  t o p o g r a p h i e s ,  d u e  t o  t h e  
i n c r e a s e d  s u r f a c e  a r e a .  T h i s  w a s  t h e  t r e n d  f o u n d  w i t h  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h i e s ;  t h e  s m a l l e r  
a n d  m o r e  d e n s e l y  p a c k e d  t o p o g r a p h y  r e c o r d e d  t h e  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y .  A c c o r d i n g  t o  C u r t i s  
e t  a l .  [ 3 0 5 ] ,  a  m o r e  c l o s e l y  p a c k e d  p i l l a r e d  s u b s t r a t e  e n h a n c e s  t h e  V a n  d e r  W a a l s  i n t e r a c t i o n s  
i n c r e a s i n g  t h e  h y d r o p h o b i c  n a t u r e  o f  t h e  s u r f a c e .  H o w e v e r ,  t h e i r  w o r k  w a s  c o n d u c t e d  o n  
n a n o m e t e r  p i l l a r e d  t o p o g r a p h i e s  w h i c h  h a v e  a l s o  b e e n  f o u n d  t o  d e c r e a s e  c e l l  g r o w t h .  
C e l l  v i a b i l i t y  a n d  p r o l i f e r a t i o n  a r e  a l s o  s a i d  t o  i n c r e a s e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  
[ 1 8 6 ] .  C e l l  v i a b i l i t y  w a s  n o t  s e e n  t o  b e  i n f l u e n c e d  b y  s u r f a c e  e n e r g y .  T h e  h i g h  s u r f a c e  e n e r g y  
o b s e r v e d  f o r  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  d i d  n o t  d i s p l a y  a n  e q u a l l y  h i g h  c e l l  v i a b i l i t y .  P r o l i f e r a t i v e  
r a t e s  t o o  d i s p l a y e d  n o  l i n k  t o  s u r f a c e  e n e r g y .  I n  t h i s  c a s e ,  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  w a s  t h o u g h t  t o  
p l a y  a  m o r e  i n f l u e n t i a l  r o l e  i n  c e l l - m a t e r i a l  i n t e r a c t i o n .  
L e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y  w e r e  f o u n d  t o  i n c r e a s e  i n  M G 6 3  c e l l s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  
r o u g h n e s s  [ 1 4 4 ] .  T h i s  c o n c l u s i o n  w a s  s u p p o r t e d  b y  D e  S a n t i s  e t  a l .  [ 9 ]  a n d  H a t a n o  e t  a l .  
[ 4 2 5 ] .  W i t h i n  t h i s  s t u d y ,  w e  f o u n d  t h e  m o r e  d e n s e l y  p a c k e d  5  / - l m  t o p o g r a p h y  d i s p l a y e d  
l o w e r  A L P  l e v e l s .  
L e v e l s  o f  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  v i a b i l i t y  s h o u l d  d i s p l a y  s i m i l a r  t r e n d s ,  a s  t o t a l  p r o t e i n  
c o n t e n t  i s  m e a s u r e d  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  c e l l  c o u n t  [ 3 8 8 ] .  T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  d i d  n o t  p r o g r e s s  
p a r a l l e l  t o  c e l l  v i a b i l i t y  a s  w a s  e x p e c t e d .  T h e  s a m p l e  g r o u p  w i t h  g r e a t e r  s u r f a c e  a r e a  ( 2  / - l m )  
d i s p l a y e d  a  h i g h e r  p r o t e i n  l e v e l  d e s p i t e  s h o w i n g  n o  s u c h  i n c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y .  
4 . 3 . 2 . 2 .  R U T I L E  
C e l l  m o r p h o l o g i c a l  r e s u l t s  o n  p i l l a r e d  r u t i l e  s p e c i m e n s  ( r e f e r  F i g u r e  1 0 2 ) ,  s i m i l a r  t o  t h e  
p i l l a r e d  c p T i  s a m p l e s ,  d i s p l a y e d  a  s o m e w h a t  a l i g n e d  s t r u c t u r e  o n  t h e  5  / - l m  s a m p l e s  w i t h  c e l l s  
p r o g r e s s i n g  o v e r  m a n y  p i l l a r s  a n d  o b t a i n i n g  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n .  C e l l s  g r o w n  o n  
t h e  l a r g e r  1 5  / - l m  p i l l a r s  p o s s e s s e d  a  m o r e  r a n d o m l y  o r i e n t e d  a n d  f l a t t e n e d  s t r u c t u r e ,  h o w e v e r  
s l i g h t l y  l e s s  f l a t t e n e d  t h a n  w e r e  o b s e r v e d  o n  t h e  c p T i  c o a t e d  s a m p l e s .  T h e  s m a l l e r  p i l l a r e d  
s u r f a c e  d i s p l a y e d  c e l l s  w i t h  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a .  H o w e v e r  b o t h  s u r f a c e s  
d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  f o c a l  a d h e s i o n s  t h a n  t h e  r e s p e c t i v e  c p T i  c o a t e d  s u b s t r a t e s .  
T y p i c a l l y  a  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  i n  a  m o r e  w e l l  s p r e a d  a n d  w e l l  a d h e r e d  c e l l  
s t r u c t u r e  [ 1 8 6 ] .  T h e  s m a l l e r  t o p o g r a p h y  d i s p l a y e d  c e l l s  w i t h  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  
a n d ,  i n  l i n e  w i t h  t h e o r y ,  d i s p l a y e d  a  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g y  ( r e f e r  F i g u r e  1  5 4 a ) .  T h e  1 5  / - l m  a n d  
2 6 6  
c o n t r o l  s a m p l e s  w h i c h  r e c o r d e d  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s ,  d i s p l a y e d  t h e  m o r e  f l a t t e n e d  c e l l  
s t r u c t u r e .  I n  t h i s  c a s e  c e l l  m o r p h o l o g y  a p p e a r e d  t o  b e  i n f l u e n c e d  b y  s u r f a c e  e n e r g y .  
T h e  f l a t t e r  c e l l  m o r p h o l o g y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  e n h a n c e  l e v e l s  o f  c e l l  a t t a c h m e n t  [ 1 5 7 ] .  
A t t a c h m e n t  r a t e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  s l i g h t l y  h i g h e r  f o r  t h e  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e ;  h o w e v e r  d e s p i t e  
d i f f e r e n c e s  i n  c e l l  m o r p h o l o g y  b e t w e e n  t h e  p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s ,  t h e r e  w a s  n o  v i s i b l e  
d i f f e r e n c e  i n  a t t a c h m e n t .  C o n t r o l  s a m p l e s  w h i c h  d i s p l a y e d  t h e  f l a t t e s t  c e l l  m o r p h o l o g y  
s h o w e d  t h e  l o w e s t  a t t a c h m e n t  r a t e ,  w h i c h  i m p l i e s  t h e  t h e o r y  d i d  n o t  h o l d  t r u e  o n  t h i s  r u t i l e  
p a t t e r n e d  s u r f a c e .  
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( p m )  
F i g u r e  1 5 4 :  D i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  ( a )  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  ( b )  M G 6 3  c e l l  c u l t u r e  r e s u l t s  f o r  p i l l a r e d  
s a m p l e s  w i t h  a  D L C  c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
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C e l l s  t h a t  d i s p l a y  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  d i v i d e  a t  l o w e r  r a t e s ,  
[ 4 2 3 ,  4 2 4 ] .  C e l l s  o n  t h e  5  J . l m  s u r f a c e  s h o w e d  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  a n d  d i s p l a y e d  a  
l o w e r  l e v e l  o f  p r o l i f e r a t i o n  t h a n  t h e  1 5  J . l m  t o p o g r a p h y ,  w h i c h  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  p r e v i o u s  
s t u d i e s  h o w e v e r  t h e  c o n t r o l  t o p o g r a p h y  d i s p l a y e d  t h e  f l a t t e s t  m o r p h o l o g y  a n d  r e c o r d e d  t h e  
l o w e s t  p r o l i f e r a t i o n  r a t e .  T h e  l e v e l s  o f  p r o l i f e r a t i o n  a c h i e v e d  o n  t h e  v a r i o u s  s u r f a c e s  
a p p e a r e d  t o  b e  a  f a c t o r  o f  b o t h  t h e  c e l l  s t r u c t u r e  a n d  t o p o g r a p h y .  T y p i c a l l y ,  p r o l i f e r a t i o n  r a t e s  
a n d  c e l l  v i a b i l i t y  d i s p l a y  a  d i r e c t  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  [ 1 8 6 ] .  C e l l  v i a b i l i t y  s h o w e d  n o  v a r i a t i o n  
b e t w e e n  t h e  p a t t e r n e d  a n d  u n p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s ,  i n d i c a t i n g  t h e  s u r f a c e  t o p o g r a p h y ,  e v e n  
t h o u g h  n o t  a l t e r i n g  c e l l  c o u n t s  e n h a n c e d  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  c e l l s .  
H i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  o c c u r  i n  r o u g h e r  t o p o g r a p h i e s ,  d u e  t o  t h e  
i n c r e a s e d  s u r f a c e  a r e a  [ 1 8 0 ] .  H o w e v e r ,  C u r t i s  e t  a l .  [ 3 0 5 ]  d i s c o v e r e d  a  m o r e  c l o s e l y  p a c k e d  
p i l l a r e d  s u b s t r a t e  e n h a n c e d  t h e  V a n  d e r  W a a l s  i n t e r a c t i o n s  i n c r e a s i n g  t h e  h y d r o p h o b i c  n a t u r e  
o f  t h e  s u r f a c e .  W i t h  t h e  p a t t e r n e d  r u t i l e  c o a t e d  s u r f a c e ,  t h e  d e n s e r  p i l l a r e d  s u b s t r a t e  d i d  
d i s p l a y  t h e  m o s t  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e .  T h e  l e s s  d e n s e l y  p a c k e d  1 5  J . l m  s u b s t r a t e  d i s p l a y e d  a  
s l i g h t l y  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  f o l l o w e d  b y  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  w i t h  t h e  n o  p i l l a r e d  s t r u c t u r e  
d e m o n s t r a t i n g  t h e  h i g h e s t  e n e r g y .  T h e  r e s u l t s  w e r e  q u i t e  c o n s i s t e n t  w i t h  w o r k  b y  C u r t i s  e t  a l .  
[ 3 0 5 ]  e v e n  t h o u g h  t h a t  s t u d y  w a s  c o n d u c t e d  o n  n a n o m e t e r  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y .  
C e l l  v i a b i l i t y  a n d  p r o l i f e r a t i o n  a r e  a l s o  s a i d  t o  i n c r e a s e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  
[ 1 8 6 ] .  C e l l  v i a b i l i t y  w a s  n o t  s e e n  t o  b e  i n f l u e n c e d  b y  s u r f a c e  e n e r g y .  T h e  h i g h  s u r f a c e  e n e r g y  
o b s e r v e d  f o r  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  d i d  n o t  d i s p l a y  a n  e q u a l l y  h i g h  c e l l  v i a b i l i t y .  P r o l i f e r a t i v e  
r a t e s  t o o  d i s p l a y e d ,  o v e r a l l ,  n o  d i r e c t  l i n k  t o  s u r f a c e  e n e r g y .  B e t w e e n  t h e  p i l l a r e d  
t o p o g r a p h i e s ,  t h e  1 5  J . l m  s a m p l e  d i s p l a y e d  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  a  h i g h e r  
s u r f a c e  e n e r g y  a n d  t h e  s a m e  t r e n d  w a s  o b s e r v e d  f o r  t h e  5  J . l m  s a m p l e .  T h e  c o n t r o l  s a m p l e ,  o n  
t h e  o t h e r  h a n d ,  d i s p l a y e d  t h e  l o w e s t  p r o l i f e r a t i o n  r a t e  d e s p i t e  p o s s e s s i n g  t h e  m o s t  h y d r o p h i l i c  
s u r f a c e .  I t  a p p e a r e d  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  c o m b i n e d  w i t h  t h e  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  
e n h a n c e d  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  M G 6 3  c e l l .  
L e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y  w e r e  f o u n d  t o  i n c r e a s e  i n  M G 6 3  c e l l s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  
r o u g h n e s s  [ 1 4 4 ] .  T h i s  c o n c l u s i o n  w a s  s u p p o r t e d  b y  D e  S a n t i s  e t  a l .  [ 9 ]  a n d  H a t a n o  e t  a l .  
[ 4 2 5 ] .  B e t w e e n  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h i e s ,  t h e  5  J . l m  s u b s t r a t e  w i t h  t h e  g r e a t e r  s u r f a c e  a r e a  
d i s p l a y e d  h i g h e r  A L P  a c t i v i t y  b e i n g  c o n s i s t e n t  w i t h  D e  S a n t i s  [ 9 ]  a n d  H a t a n o  [ 4 2 5 ] .  T h e  
c o n t r o l  s a m p l e ,  h o w e v e r ,  d i s p l a y e d  t h e  o p p o s i t e  t r e n d .  
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L e v e l s  o f  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  v i a b i l i t y  s h o u l d  d i s p l a y  s i m i l a r  t r e n d s ,  a s  t o t a l  p r o t e i n  
c o n t e n t  i s  m e a s u r e d  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  c e l l  c o u n t  [ 3 8 8 ] .  T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  d i s p l a y e d ,  
u n l i k e  p r e v i o u s  r e s e a r c h ,  a n  i n c r e a s e  i n  l e v e l s  w i t h  a  d e c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y .  T h e  p i l l a r e d  
s a m p l e s  d i s p l a y e d ,  d e s p i t e  l o w e r  c e l l  v i a b i l i t y ,  a n  e n h a n c e d  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  .  
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F i g u r e  1 5 5 :  D i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  ( a )  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  ( b )  M G 6 3  c e l l  c u l t u r e  r e s u l t s  f o r  p i l l a r e d  
s a m p l e s  w i t h  a  D L C  c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
C e l l  m o r p h o l o g i c a l  r e s u l t s  o n  p i l l a r e d  D L C  s p e c i m e n s  ( r e f e r  F i g u r e  1 0 3 ) ,  d i s p l a y e d  a  
m o d e r a t e l y  a l i g n e d  s t r u c t u r e  o n  t h e  5  ! l m  s a m p l e s  w i t h  c e l l s  p r o g r e s s i n g  o v e r  m a n y  p i l l a r s  
a n d  o b t a i n i n g  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n .  T h e s e  c e l l s  a l s o  p o s s e s s e d  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  
l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  t h a n  t h e  l a r g e r  p i l l a r e d  s u r f a c e .  C e l l s  g r o w n  o n  t h e  l a r g e r  1 5  / l m  p i l l a r s  
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p o s s e s s e d  a  m o r e  r a n d o m l y  o r i e n t e d  a n d  r e l a t i v e l y  f l a t t e n e d  s t r u c t u r e .  C e l l s  o n  b o t h  t h e  
p a t t e r n e d  s u r f a c e s  w e r e  m o r e  r o u n d e d  t h a n  o n  e i t h e r  o f  t h e  t i t a n i u m  s u r f a c e s .  
T y p i c a l l y  a  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  i n  a  m o r e  w e l l  s p r e a d  a n d  w e l l  a d h e r e d  c e l l  
s t r u c t u r e  [ 1 8 6 ] .  N o  d i f f e r e n c e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  w a s  d i s p l a y e d  b e t w e e n  t h e  t h r e e  s a m p l e  
g r o u p s .  B e s i d e s  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  o s t e o b l a s t  c e l l s ,  t h e r e  w a s  l i t t l e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  c e l l ' s  
p h y s i c a l  a p p e a r a n c e .  S u r f a c e  t o p o g r a p h y  d e m o n s t r a t e d  a n  i n f l u e n c e  o n  c e l l  s h a p e  a n d  
o r i e n t a t i o n  b u t  t h e  c h e m i s t r y  o f  t h e  s u r f a c e  c r e a t e d  a  m o r e  s t a n d - o f f i s h  c e n t r a l  s t r u c t u r e .  
T h e  f l a t t e r  c e l l  m o r p h o l o g y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  e n h a n c e  l e v e l s  o f  c e l l  a t t a c h m e n t  [ 1 5 7 ] .  
S u r f a c e  e n e r g y  i n f l u e n c e d  t h e  f l a t n e s s  o f  t h e  c e l l  s t r u c t u r e  a n d  h e n c e  a p p e a r e d  t o  i n f l u e n c e  
t h e  l e v e l  o f  a t t a c h m e n t .  T h e r e  e x i s t e d  v i r t u a l l y  n o  d i f f e r e n c e  i n  a t t a c h m e n t  r a t e s  b e t w e e n  t h e  
t h r e e  s a m p l e  g r o u p s .  
C e l l s  t h a t  d i s p l a y  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  d i v i d e  a t  l o w e r  r a t e s ,  
[ 4 2 3 ,  4 2 4 ] .  T h i s  s t a t e m e n t  d i d  n o t  s e e m  t o  h o l d  t r u e  o n  p i l l a r e d  a n d  c o n t r o l  D L C  s a m p l e s .  
T h e  c o n t r o l  s a m p l e  h a d  a  r e l a t i v e l y  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  a n d  d i s p l a y e d  a  l o w e r  p r o l i f e r a t i o n  
r a t e ;  h o w e v e r  t h e  p i l l a r e d  s a m p l e s  w i t h  a  s i m i l a r  c e l l  c o n f i g u r a t i o n  d i s p l a y e d  a  h i g h e r  
p r o l i f e r a t i o n  r a t e .  I t  i s  p o s s i b l e  t h e  p i l l a r e d  s u r f a c e  s t r u c t u r e  e n h a n c e d  t h e  p r o l i f e r a t i v e  
c a p a c i t y  o f  t h e  c e l l s .  A c c o r d i n g  t o  c e l l  v i a b i l i t y  r e s u l t s ,  t h e  D L C  p i l l a r e d  s u r f a c e s  d i s p l a y e d  
l o w e r  c e l l  c o u n t s  d e s p i t e  p o s s e s s i n g  t h e  s a m e  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  a s  t h e  c o n t r o l .  T h i s  c o u l d  
m e a n  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  d e c r e a s e d  t h e  c e l l  c o u n t  w h i l e  e n h a n c i n g  t h e  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  
o f  t h e s e  c e l l s .  P r o l i f e r a t i o n  r a t e s  a n d  c e l l  v i a b i l i t y  h a v e ,  t y p i c a l l y ,  d i s p l a y e d  a  d i r e c t  l i n e a r  
r e l a t i o n s h i p  [ 1 8 6 ] .  
C e l l  v i a b i l i t y  a n d  p r o l i f e r a t i o n  a r e  a l s o  s a i d  t o  i n c r e a s e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  
[ 1 8 6 ] .  T h e  l a c k  o f  v a r i a t i o n  i n  t h e  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  s h o u l d  m e a n  n o  v a r i a t i o n s  i n  c e l l  
v i a b i l i t y  o r  p r o l i f e r a t i o n .  W e  c a n  o n l y  c o n c l u d e  t h a t  t h e  s u r f a c e  e n e r g y  h a d  n o  r e a l  i n f l u e n c e  
o n  t h e s e  c e l l u l a r  c h a r a c t e r i s t i c s ,  w h i c h  w e r e  m o s t  p r o b a b l y  i n f l u e n c e d  b y  t h e  s u r f a c e  
t o p o g r a p h y  i n s t e a d .  
L e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y  w e r e  f o u n d  t o  i n c r e a s e  i n  M G 6 3  c e l l s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  
r o u g h n e s s  [ 1 4 4 ] .  B e t w e e n  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h i e s ,  t h e  5  ! l m  s u b s t r a t e  w i t h  t h e  g r e a t e r  
s u r f a c e  a r e a  d i s p l a y e d  s l i g h t l y  h i g h e r  A L P  a c t i v i t y .  T h e  c o n t r o l  s a m p l e ,  h o w e v e r ,  d i s p l a y e d  
t h e  o p p o s i t e  t r e n d .  
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L e v e l s  o f  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  v i a b i l i t y  s h o u l d  d i s p l a y  s i m i l a r  t r e n d s ,  a s  t o t a l  p r o t e i n  
c o n t e n t  i s  m e a s u r e d  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  c e l l  c o u n t  [ 3 8 8 ] .  T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  d i s p l a y e d ,  
u n l i k e  p r e v i o u s  r e s e a r c h ,  a n  i n c r e a s e  i n  l e v e l s  w i t h  a  d e c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y .  T h e  p i l l a r e d  
s a m p l e s  d i s p l a y e d ,  d e s p i t e  l o w e r  c e l l  v i a b i l i t y ,  a n  e n h a n c e d  p r o t e i n  p r o d u c t i o n .  
4 . 3 . 3 .  P I T T E D  T O P O G R A P H Y  
4 . 3 . 3 . 1 .  C O M M E R C I A L L Y  P U R E  T I T A N I U M  
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F i g u r e  1 5 6 :  D i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  ( a )  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  ( b )  M G 6 3  c e l l  c u l t u r e  r e s u l t s  f o r  p i t t e d  s a m p l e s  
w i t h  a  c p T i  c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
C e l l  m o r p h o l o g i c a l  r e s u l t s  o n  t h e  s m a l l e r  p i t t e d  c p T i  s p e c i m e n s  ( r e f e r  F i g u r e  1 0 4 )  d i s p l a y e d  
a  m o r e  s t a n d - o f f i s h  p r o f i l e  m o s t  l i k e l y  d u e  t o  i t s  e f f o r t  m a n o e u v r i n g  a r o u n d  t h e  p i t t e d  
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s t r u c t u r e .  C e l l s  o n  t h e  1 5  / - l m  s a m p l e s  s h o w e d  a  m o r e  r a n d o m  o r g a n i s a t i o n  w i t h  a  s t a n d -
o f f i s h  ( a l t h o u g h  l e s s  s t a n d - o f f i s h  t h a n  t h e  5  / - l m  s a m p l e )  m o r p h o l o g y  b r i d g i n g  t h e  p i t t e d  
a r e a s .  
T y p i c a l l y ,  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  i n  a  m o r e  w e l l  s p r e a d  a n d  w e l l  a d h e r e d  c e l l  s t r u c t u r e  
[ 1 8 6 ] .  A p p r o p r i a t e l y ,  t h e  l a r g e r  p i t t e d  t o p o g r a p h y  a n d  c o n t r o l  s a m p l e s  d i s p l a y e d  h i g h e r  
s u r f a c e  e n e r g i e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 5 6 a )  a s  t h e y  r e t a i n e d  t h e  m o s t  w e l l - a d h e r e d  c e l l  s t r u c t u r e .  
T h i s  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  s u r f a c e  e n e r g y  p l a y e d  a  r o l e  i n  c o n t r o l l i n g  t h e  t h i c k n e s s  o f  t h e  
c e n t r a l  c e l l  s t r u c t u r e .  
T h e  f l a t t e r  c e l l  m o r p h o l o g y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  e n h a n c e  l e v e l s  o f  c e l l  a t t a c h m e n t  [ 1 5 7 ] .  N o  
n o t i c e a b l e  d i f f e r e n c e  i n  a t t a c h m e n t  r a t e s  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  p i l l a r e d  o r  c o n t r o l  
s a m p l e s .  T h e  l e v e l  o f  c e l l  a d h e r e n c e  v i s i b l e  m o r p h o l o g i c a l l y  w a s  n o t  t r a n s l a t e d  t o  t h e  
p e r c e n t a g e  o f  a t t a c h e d  c e l l s  f o u n d  o n  t h e  v a r i o u s  s u r f a c e s .  
C e l l s  t h a t  d i s p l a y  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  d i v i d e  a t  l o w e r  r a t e s ,  
[ 4 2 3 , 4 2 4 ] .  T h i s  t r e n d  w a s  n o t  o b s e r v e d  o n  t h e  5  / - l m  p i l l a r e d  c p T i  c o a t e d  s p e c i m e n  a s  t h e y  
d i s p l a y e d  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  t h a n  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  w h i c h  d i s p l a y e d  a n  e x t r e m e l y  
w e l l - a d h e r e d  a n d  f l a t  m o r p h o l o g y .  T h e  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  o n  t h e  l a r g e r  t e x t u r e d  s u b s t r a t e  w a s  
l o w e r ,  h o w e v e r  s t i l l  a t  a  r a t e  s i m i l a r  t o  t h e  c o n t r o l  s u r f a c e .  E v e n  t h o u g h  t h e  r o u n d e d  c e l l u l a r  
c o n f i g u r a t i o n  w a s  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  t e x t u r e d  s u r f a c e ,  i t  a p p e a r s  t o  a l s o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  
e n h a n c i n g  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  o s t e o b l a s t  c e l l s .  
H i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  o c c u r  i n  r o u g h e r  t o p o g r a p h i e s ,  d u e  t o  t h e  
i n c r e a s e d  s u r f a c e  a r e a  [ 1 8 0 ] .  T h i s  t r e n d  w a s  n o t  o b s e r v e d  a s  t h e  5  / - l m  t o p o g r a p h y  w i t h  h i g h e r  
s u r f a c e  a r e a  d i s p l a y e d  t h e  l o w e s t  s u r f a c e  e n e r g y .  T h e  1 5  / - l m  s u r f a c e  a n d  c o n t r o l  a c h i e v e d  a  
s i m i l a r  s u r f a c e  e n e r g y .  C u r t i s  e t  a l .  [ 3 0 5 ]  f o u n d  t h a t  m o r e  c l o s e l y  p a c k e d  p i l l a r e d  s u b s t r a t e s  
e n h a n c e d  t h e  V a n  d e r  W a a l s  i n t e r a c t i o n s  i n c r e a s i n g  t h e  h y d r o p h o b i c  n a t u r e  o f  t h e  s u r f a c e .  I t  
i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  s a m e  o c c u r r e d  w i t h  t h e  c p T i  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  
C e l l  v i a b i l i t y  a n d  p r o l i f e r a t i o n  a r e  a l s o  s a i d  t o  i n c r e a s e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  
[ 1 8 6 ] .  C e l l  v i a b i l i t y  s h o w e d  n o  v a r i a t i o n s  t h a t  c o r r e s p o n d e d  t o  c h a n g e s  i n  s u r f a c e  e n e r g y .  
P r o l i f e r a t i o n  d i s p l a y e d  a n  o p p o s i n g  t r e n d  t o  p r e v i o u s  r e s e a r c h .  T h e  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g y  
o b s e r v e d  f o r  t h e  5  / - l m  s a m p l e  c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  h i g h e s t  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  a n d  v i c e  v e r s a  f o r  
t h e  1 5  / - l m  a n d  c o n t r o l  s p e c i m e n s .  P r o l i f e r a t i v e  r a t e  a p p e a r e d  t o  v a r y  m o r e  i n  l i n e  w i t h  
2 7 2  
s u r f a c e  t o p o g r a p h y  t h a n  s u r f a c e  e n e r g y .  T h e  r o u g h e r  ( 5  I l m  p i t t e d )  s u r f a c e  d u e  t o  i t s  h i g h e r  
s u r f a c e  a r e a  d e m o n s t r a t e d  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y .  
L e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y  w e r e  f o u n d  t o  i n c r e a s e  i n  M G 6 3  c e l l s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  
r o u g h n e s s  [ 1 4 4 ] .  S u r f a c e  r o u g h n e s s  h a d  l i m i t e d  i n f l u e n c e  o n  l e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y .  T h e  5  
I l m  s a m p l e  p o s s e s s e d  a  h i g h e r  A L P  l e v e l  t h a n  t h e  1 5  I l m  t o p o g r a p h y ,  p o s s i b l y  d u e  t o  i t s  
h i g h e r  s u r f a c e  a r e a .  H o w e v e r ,  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  w i t h  t h e  l o w e s t  s u r f a c e  r o u g h n e s s  ( s u r f a c e  
a r e a )  a c h i e v e d  a  s i m i l a r  l e v e l  o f  A L P  a c t i v i t y  a s  t h e  5  I l m  s u b s t r a t e .  
P r o t e i n  p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  v i a b i l i t y  a r e  s a i d  t o  d i s p l a y  s i m i l a r  t r e n d s  [ 3 8 8 ] ,  a l t h o u g h  t h e  
g r a p h  o f  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  s u g g e s t e d  o t h e r w i s e .  T h e  5  I l m  s u b s t r a t e  d i s p l a y e d  l o w e r  p r o t e i n  
c o n t e n t  e v e n  t h o u g h  n o  n o t i c e a b l e  d e c r e a s e  i n  c e l l  c o u n t  w a s  o b s e r v e d .  T o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  
i n  f a c t  f o l l o w e d  c l o s e d  t h e  l e v e l  o f  s u r f a c e  e n e r g y  m e a s u r e d  o n  e a c h  s u b s t r a t e  t y p e .  I t  w a s  
s u g g e s t e d  t h a t  s u r f a c e  e n e r g y ,  r a t h e r  t h a n  t o p o g r a p h y  i n f l u e n c e d  t h e  l e v e l  o f  p r o t e i n  c o n t e n t  
f o r  t h e  p i t t e d  c p T i  s u r f a c e s .  
4 . 3 . 3 . 2 .  R U T I L E  
M o r p h o l o g i c a l  r e s u l t s  f o r  t h e  p i t t e d  r u t i l e  s a m p l e  ( r e f e r  F i g u r e  1 0 5 )  w e r e  v e r y  s i m i l a r  t o  
t h o s e  d i s c u s s e d  f o r  t h e  p i t t e d  c p T i  s a m p l e .  T h e  5  I l m  s p e c i m e n s  d i s p l a y e d  a  m o r e  s t a n d -
o f f i s h  s t r u c t u r e  w i t h  c e l l  d i v e r t i n g  a r o u n d  t h e  d i s c o n t i n u i t i e s ,  w h i l e  c e l l s  o n  t h e  1 5  I l m  
s a m p l e s  s h o w e d  a  m o r e  r a n d o m  o r g a n i s a t i o n  w i t h  c e l l s  p r o g r e s s i n g  o v e r  p i t t e d  a n d  
u n p a t t e m e d  a r e a s .  C e l l s  w e r e  l e s s  s t a n d - o f f i s h  o n  t h e  1 5  I l m  t o p o g r a p h y .  
T y p i c a l l y ,  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  i n  a  m o r e  w e l l  s p r e a d  a n d  w e l l  a d h e r e d  c e l l  s t r u c t u r e  
[ 1 8 6 ] .  A p p r o p r i a t e l y ,  t h e  l a r g e r  p i t t e d  t o p o g r a p h y  a n d  c o n t r o l  s a m p l e s  d i s p l a y e d  h i g h e r  
s u r f a c e  e n e r g i e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 5 7 a )  a s  t h e y  r e t a i n e d  t h e  m o s t  w e l l - a d h e r e d  c e l l  s t r u c t u r e .  
T h i s  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  s u r f a c e  e n e r g y  p l a y e d  a  r o l e  i n  c o n t r o l l i n g  t h e  t h i c k n e s s  o f  t h e  
c e n t r a l  c e l l  s t r u c t u r e .  
T h e  f l a t t e r  c e l l  m o r p h o l o g y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  e n h a n c e  l e v e l s  o f  c e l l  a t t a c h m e n t  [ 1 5 7 ] .  I n  
t h i s  c a s e ,  t h e  c o n t r o l  t o p o g r a p h y  w h i c h  d e m o n s t r a t e d  a n  e x t r e m e l y  f l a t  a n d  w e l l - c o n t o u r e d  
c e l l  d i s p l a y e d  t h e  l o w e s t  l e v e l  o f  a t t a c h m e n t .  P i t t e d  s t r u c t u r e s ,  d e s p i t e  c a u s i n g  c e l l s  t o  o b t a i n  
a  m o r e  r o u n d e d  s t r u c t u r e ,  a p p e a r  t o  h a v e  e n h a n c e d  t h e  a t t a c h m e n t  r a t e  o f  t h e  c e l l .  
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C e l l s  t h a t  d i s p l a y  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  d i v i d e  a t  l o w e r  r a t e s ,  
[ 4 2 3 ,  4 2 4 ] .  T h e  o p p o s i t e  w a s  t r u e  f o r  t h e  r u t i l e  c o a t e d  s p e c i m e n s .  T h e  m o r e  r o u n d e d  c e l l  
c o n f i g u r a t i o n  f o u n d  o n  t h e  p i t t e d  s u b s t r a t e s  d i s p l a y e d  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s .  S u r f a c e  
t o p o g r a p h y  a p p e a r e d  t o  h a v e  t h e  g r e a t e s t  i m p a c t  o n  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s .  
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F i g u r e  1 5 7 :  D i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  ( a )  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  ( b )  M G 6 3  c e l l  c u l t u r e  r e s u l t s  f o r  p i t t e d  s a m p l e s  
w i t h  a  r u t i l e  c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d a y  p e r i o d .  
H i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  o c c u r  i n  r o u g h e r  t o p o g r a p h i e s ,  d u e  t o  t h e  
i n c r e a s e d  s u r f a c e  a r e a  [ 1 8 0 ] .  T h i s  t r e n d  w a s  n o t  o b s e r v e d  a s  t h e  5  I l m  t o p o g r a p h y  w i t h  h i g h e r  
s u r f a c e  a r e a  d i s p l a y e d  t h e  l o w e s t  s u r f a c e  e n e r g y .  T h e  1 5  I l m  s u r f a c e  a n d  c o n t r o l  a c h i e v e d  a  
s i m i l a r  s u r f a c e  e n e r g y .  C u r t i s  e t  a l .  [ 3 0 5 ]  f o u n d  t h a t  m o r e  c l o s e l y  p a c k e d  p i l l a r e d  s u b s t r a t e s  
e n h a n c e d  t h e  V a n  d e r  W a a l s  i n t e r a c t i o n s  i n c r e a s i n g  t h e  h y d r o p h o b i c  n a t u r e  o f  t h e  s u r f a c e .  I t  
i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  s a m e  o c c u r r e d  w i t h  t h e  r u t i l e  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  
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C e l l  v i a b i l i t y  a n d  p r o l i f e r a t i o n  a r e  a l s o  s a i d  t o  i n c r e a s e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  
[ 1 8 6 ] .  C e l l  v i a b i l i t y  s b o w e d  n o  c o r r e s p o n d i n g  l i n k  w i t h  s u r f a c e  e n e r g y .  C e l l  v i a b i l i t y  i n  f a c t  
d i s p l a y e d  n o  s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n  w i t h  t h e  d i f f e r i n g  s u r f a c e  t o p o g r a p h i e s .  P r o l i f e r a t i o n  
d i s p l a y e d  a n  o p p o s i n g  t r e n d  t o  p r e v i o u s  r e s e a r c h .  T h e  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g y  o b s e r v e d  f o r  t h e  
5  ! - l m  s a m p l e  c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  h i g h e s t  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  a n d  v i c e  v e r s a  f o r  t h e  1 5  ! - l m  a n d  
c o n t r o l  s p e c i m e n s .  P r o l i f e r a t i v e  r a t e  a p p e a r e d  t o  v a r y  m o r e  i n  l i n e  w i t h  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  
t h a n  s u r f a c e  e n e r g y .  T h e  r o u g h e r  ( 5  ! - l m  p i t t e d )  s u r f a c e  d u e  t o  i t s  h i g h e r  s u r f a c e  a r e a  
d e m o n s t r a t e d  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y .  
L e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y  w e r e  f o u n d  t o  i n c r e a s e  i n  M G 6 3  c e l l s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  
r o u g h n e s s  [ 1 4 4 ] .  S u r f a c e  r o u g h n e s s  h a d  r e a s o n a b l y  s i g n i f i c a n t  i n f l u e n c e  o n  l e v e l s  o f  A L P  
a c t i v i t y .  T h e  5  ! - l m  s a m p l e  p o s s e s s e d  a  h i g h e r  A L P  l e v e l  t h a n  t h e  1 5  ! - l m  t o p o g r a p h y ,  p o s s i b l y  
d u e  t o  i t s  h i g h e r  s u r f a c e  a r e a .  T h e  c o n t r o l  s a m p l e  w i t h  t h e  l o w e s t  s u r f a c e  r o u g h n e s s  ( s u r f a c e  
a r e a )  a c h i e v e d  a  l o w e r  l e v e l  o f  A L P  a c t i v i t y  t h a n  t h e  5  ! - l m  s u b s t r a t e  b u t  h i g h e r  t h a n  t h e  1 5  
! - l m  s a m p l e .  B e t w e e n  t h e  p i t t e d  s a m p l e s ,  t o p o g r a p h y  a p p e a r e d  t o  a f f e c t  A L P  a c t i v i t y  i n  a  
s i m i l a r  m a n n e r  a s  w a s  t h e o r i s e d  i n  p r e v i o u s  r e s e a r c h  h o w e v e r  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  d i d  n o t  
f o l l o w  t h i s  t h e o r y .  
P r o t e i n  p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  v i a b i l i t y  a r e  s a i d  t o  d i s p l a y  s i m i l a r  t r e n d s  [ 3 8 8 ] .  A s  p r e d i c t e d  
t o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t  w a s  l o w e r  f o r  t h e  5  ! - l m  s a m p l e s  a s  i t  p o s s e s s e d  t h e  l o w e s t  s u r f a c e  
e n e r g y  a n d  h i g h e r  f o r  t h e  1 5  ! - l m  a n d  c o n t r o l  s a m p l e s  a s  t h e y  d i s p l a y e d  h i g h e r  s u r f a c e  
e n e r g i e s .  H o w e v e r ,  t h e  v a s t  d i f f e r e n c e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  w a s  n o t  d i s p l a y e d  i n  t e l l n s  o f  p r o t e i n  
p r o d u c t i o n  b e t w e e n  t h e  5  ! - l m  a n d  c o n t r o l  s a m p l e s .  S i m i l a r l y ,  t h e  s m a l l e r  g a p  i n  s u r f a c e  
e n e r g y  b e t w e e n  t h e  5  ! - l m  a n d  1 5  ! - l m  s a m p l e s  d i s p l a y e d  a  m u c h  g r e a t e r  d i f f e r e n c e  i n  p r o t e i n  
c o n t e n t .  T h i s  t r e n d  c o u l d  s u g g e s t  t h a t  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  v a s t l y  i n c r e a s e s  t h e  p r o t e i n  
p r o d u c t i o n  o f  c e l l s ,  e s p e c i a l l y  w h e n  c o m b i n e d  w i t h  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s .  
4 . 3 . 3 . 3 .  D I A M O N D - L I K E  C A R B O N  
M o r p h o l o g i c a l  r e s u l t s  f o r  t h e  p i t t e d  D L C  c o a t e d  s a m p l e s  ( r e f e r  F i g u r e  1 0 6 )  d i s p l a y e d  l e s s  
r o u n d e d  c e l l s  o n  t h e  5  ! - l m  t o p o g r a p h y  w h i l e  d e m o n s t r a t i n g  l a r g e r  a n d  m o r e  r o u n d e d  c e l l s  o n  
t h e  1 5  ! - l m  s p e c i m e n s .  A s  w i t h  p r e v i o u s  p i t t e d  s u b s t r a t e s ,  c e l l s  o n  t h e  p i t t e d  D L C  c o a t e d  
s u b s t r a t e s  g r e w  a r o u n d  t h e  5  \ l m  d i s c o n t i n u i t i e s  w h i l e  c e l l s  o n  t h e  l a r g e r  t o p o g r a p h y  g r e w  
w i t h  a  r a n d o m  o r g a n i z a t i o n  o v e r  p i t t e d  a n d  u n p a t t e m e d  a r e a s .  C o m p a r a t i v e l y ,  t h e  c o n t r o l  
2 7 5  
D L C  c o a t e d  s a m p l e  d i s p l a y e d  a  s i m i l a r l y  r o u n d e d  c e l l  a s  w a s  o b s e r v e d  o n  t h e  5  ~m s u b s t r a t e  
w i t h  a  m o r e  e x t e n d i n g  c e l l  s t r u c t u r e .  
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F i g u r e  1 5 8 :  D i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  < a )  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  ( b )  M G 6 3  c e l l  c u l t u r e  r e s u l t s  f o r  p i t i e d  s a m p l e s  
w i t h  a  D L C  c o a t i n g .  M G 6 3  c e l l s  c u l t u r e d  o v e r  a  3 - d  a y  p e r i o d .  
T y p i c a l l y ,  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  i n  a  m o r e  w e l l  s p r e a d  a n d  w e l l  a d h e r e d  c e l l  s t r u c t u r e  
[ 1 8 6 ) .  T h e  c o n t r o l  s a m p l e  w h i c h  d i s p l a y e d  t h e  h i g h e s t  s u r f a c e  e n e r g y  ( r e f e r  F i g u r e  1 5 8 a )  h a d  
a  c e l l  s t r u c t u r e  s i m i l a r l y  w e l l - a d h e r e d  a s  t h e  5  I l m  t o p o g r a p h y .  T h e  l o w e r  s u r f a c e  e n e r g y  
f o u n d  o n  t h e  5  I l m  s a m p l e s  w a s  n o t  e x p e c t e d  s i n c e  i t  d i s p l a y e d  a  s i m i l a r  c e l l  s t r u c t u r e  a s  t h e  
c o n t r o l .  T h e  p i t t e d  1 5  I l I T I  t o p o g r a p h y  d i s p l a y e d  a n  a p p r o p r i a t e  s u r f a c e  f o r  t h e  m o r e  r o u n d e d  
c e l l  c o n f i g u r a t i o n  o b s e r v e d .  O v e r a l l ,  t h e  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  a p p e a r e d  t o  p l a y  a  g r e a t e r  r o l e  i n  
c e l l  s h a p e  t h a n  s u r f a c e  e n e r g y ,  a s  w a s  s e e n  w i t h  t h e  s m a l l e r  p i t t e d  t o p o g r a p h y ,  w h i c h  
d i s p l a y e d  b e t t e r  e x t e n d e d  c e l l s  t h a n  i t s  s u r f a c e  e n e r g y  w o u l d  h a v e  f i r s t  i n d i c a t e d .  
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T h e  f l a t t e r  c e l l  m o r p h o l o g y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  e n h a n c e  l e v e l s  o f  c e l l  a t t a c h m e n t  [ 1 5 7 ] .  
L i t t l e  v a r i a t i o n  i n  c e l l  a t t a c h m e n t  r a t e s  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  t h r e e  s a m p l e  g r o u p s .  T h e  
b e t t e r  e x t e n d e d  c e l l s  o b s e r v e d  o n  t h e  5  J . l m  a n d  c o n t r o l  s a m p l e s  d i s p l a y e d  s l i g h t l y  l o w e r  
a t t a c h m e n t  r a t e s .  H o w e v e r ,  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  m o r p h o l o g y  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t  a n d  h e n c e  d i d  
n o t  t r a n s l a t e  i n t o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  a t t a c h m e n t .  
C e l l s  t h a t  d i s p l a y  a  m o r e  r o u n d e d  c o n f i g u r a t i o n  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  d i v i d e  a t  l o w e r  r a t e s ,  
[ 4 2 3 ,  4 2 4 ] .  T h e  1 5  J . l m  t o p o g r a p h y ,  w h i c h  d i s p l a y e d  t h e  r o u n d e r  c e l l  s t r u c t u r e ,  a l s o  r e c o r d e d  
t h e  l o w e s t  p r o l i f e r a t i v e  r a t e .  T h e  c o n t r o l  a n d  5  J . l m  s a m p l e s  d i s p l a y e d  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  
r a t e s  t h a n  t h e  1 5  J . l m  s a m p l e  w h i c h  w a s  c o n s i s t e n t .  H o w e v e r ,  t h e  d i f f e r e n c e  i n  p r o l i f e r a t i v e  
r a t e  w a s  s i g n i f i c a n t l y  l a r g e  b e t w e e n  t h e  5  J . l m  a n d  c o n t r o l  s p e c i m e n s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h e  5  J . l m  
p i t t e d  t o p o g r a p h y  w h i l e  p r o d u c i n g  a  m o r e  f l a t t e n e d  c e l l  s t r u c t u r e  a l s o  e n h a n c e d  t h e  
p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  c e l l .  
H i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  o c c u r  i n  r o u g h e r  t o p o g r a p h i e s ,  d u e  t o  t h e  
i n c r e a s e d  s u r f a c e  a r e a  [ 1 8 0 ] .  T h i s  t r e n d  w a s  n o t  o b s e r v e d  o n  t h e s e  s a m p l e s  a s  t h e  p i t t e d  
t o p o g r a p h y  w i t h  t h e  g r e a t e s t  s u r f a c e  a r e a  d i s p l a y e d  t h e  l o w e s t  s u r f a c e  e n e r g y .  C u r t i s  e t  a l .  
[ 3 0 5 ]  f o u n d  t h a t  m o r e  c l o s e l y  p a c k e d  p i l l a r e d  s u b s t r a t e s  e n h a n c e d  t h e  V a n  d e r  W a a l s  
i n t e r a c t i o n s  i n c r e a s i n g  t h e  h y d r o p h o b i c  n a t u r e  o f  t h e  s u r f a c e .  I t  i s  p o s s i b l e  t h e  s a m e  o c c u r r e d  
w i t h  t h e  D L C  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  
C e l l  v i a b i l i t y  a n d  p r o l i f e r a t i o n  a r e  a l s o  s a i d  t o  i n c r e a s e  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  
[ 1 8 6 ] .  C e l l  v i a b i l i t y  s h o w e d  l i t t l e  v a r i a t i o n  i n  r e s u l t s  b e t w e e n  t h e  s a m p l e  g r o u p s .  H o w e v e r ,  
t h e  5  J . l m  s u b s t r a t e  w h i c h  d i s p l a y e d  t h e  l o w e s t  s u r f a c e  e n e r g y  a l s o  s h o w e d  a  s l i g h t l y  l o w e r  
c e l l  c o u n t .  A l t h o u g h  t h e  l a r g e  v a r i a t i o n  i n  s u r f a c e  e n e r g y  b e t w e e n  t h e  p a t t e r n e d  a n d  
u n p a t t e r n e d  s u b s t r a t e s  d i d  n o t  t r a n s l a t e  i n t o  e q u a l l y  l a r g e  d i f f e r e n c e s  i n  c e l l  c o u n t .  I t  i s  
p o s s i b l e  t h e  p i t t e d  t o p o g r a p h y ,  d e s p i t e  c r e a t i n g  a  m o r e  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e ,  a l s o  e n h a n c e d  
c e l l  v i a b i l i t y .  P r o l i f e r a t i v e  r a t e s ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  s h o w e d  a n  o p p o s i n g  t r e n d  t o  s u r f a c e  
e n e r g y  w i t h  t h e  5  J . l m  t o p o g r a p h y  d e m o n s t r a t i n g  t h e  l o w e s t  s u r f a c e  e n e r g y  b u t  h i g h e s t  
p r o l i f e r a t i v e  r a t e .  S u r f a c e  e n e r g y  m o s t  l i k e l y  d i d  n o t  p l a y  a s  l a r g e  a  r o l e  i n  v i a b i l i t y  a n d  
p r o l i f e r a t i o n  a s  t o p o g r a p h y .  
L e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y  w e r e  f o u n d  t o  i n c r e a s e  i n  M G 6 3  c e l l s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  
r o u g h n e s s  [ 1 4 4 ] .  B e t w e e n  t h e  p i t t e d  t o p o g r a p h i e s  t h e  r o u g h e r  5  J . l m  s u b s t r a t e  w i t h  g r e a t e r  
s u r f a c e  a r e a  d i s p l a y e d  h i g h e r  A L P  a c t i v i t y .  H o w e v e r  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  w i t h  l o w e s t  s u r f a c e  
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a r e a  d i s p l a y e d  t h e  h i g h e s t  l e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y .  I t  a p p e a r e d  t h a t  b e t w e e n  t h e  p i t t e d  
t o p o g r a p h i e s ,  t h e  s u b s t r a t e  w i t h  g r e a t e r  e x p o s e d  s u r f a c e  a r e a  d i s p l a y e d  g r e a t e r  d i f f e r e n t i a t i o n  
h o w e v e r ,  b e t w e e n  p i t t e d  a n d  c o n t r o l  s a m p l e s ,  t h e  m o r e  h y d r o p h o b i c  e n v i r o n m e n t  c r e a t e d  b y  
t h e  s u r f a c e  t e x t u r e  c a u s e d  a  l o w e r  l e v e l  o f  A L P  a c t i v i t y .  
P r o t e i n  p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  v i a b i l i t y  a r e  s a i d  t o  d i s p l a y  s i m i l a r  t r e n d s  [ 3 8 8 ] ,  a l t h o u g h  t h e  
g r a p h  o f  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  s u g g e s t e d  o t h e r w i s e .  T h e  p i t t e d  s a m p l e s  d i s p l a y e d  g r e a t e r  p r o t e i n  
c o n t e n t  t h a n  t h e  c o n t r o l  d e s p i t e  l i t t l e  v a r i a t i o n  i n  c e l l  v i a b i l i t y  b e t w e e n  t h e  t h r e e  s a m p l e  
g r o u p s .  T h e  1 5  ~m t o p o g r a p h y  w i t h  l o w e r  r o u g h n e s s  ( l o w e r  s u r f a c e  a r e a )  d i s p l a y e d  a  h i g h e r  
p r o t e i n  c o n t e n t  t h a n  t h e  5  ~m s u b s t r a t e .  T h e  p i t t e d  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  a p p e a r e d  t o  e n h a n c e  
t h e  l e v e l  o f  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  o f  t h e  M G 6 3  c e l l s .  L o w e r  s u r f a c e  r o u g h n e s s  d i s p l a y e d  h i g h e r  
p r o t e i n  p r o d u c t i o n ;  h o w e v e r  s o m e  l e v e l  o f  s u r f a c e  t e x t u r e  w a s  n e c e s s a r y  t o  e n h a n c e  t h e  l e v e l  
o f  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  a s  c a n  b e  s e e n  b e t w e e n  t h e  1 5  ~m a n d  c o n t r o l  s a m p l e s .  
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( 4 . 4 .  G E N E R A L  D I S C U S S I O N  
T h i s  s t u d y  i n v e s t i g a t e d ,  b y  v a r i o u s  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s ,  t h e  i m p a c t  o f  s u r f a c e  c h e m i s t r y  a n d  
t o p o g r a p h y  o n  M G 6 3  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s .  S u r f a c e  c h e m i s t r y  w a s  a n a l y s e d  b y  v a r y i n g  t h e  
t y p e  o f  b i o m a t e r i a l  t h i n  f i l m  c o a t i n g  a p p l i e d ,  w h i l e  t h e  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  w a s  t e s t e d  b y  
e n g i n e e r i n g  a c c u r a t e  w e l l - d e f i n e d  s u r f a c e  p a t t e r n s .  
T h e  s u b s t r a t e s  u s e d  w e r e  e i t h e r  u n p a t t e r n e d  c o n t r o l s  o r  l i t h o g r a p h i c a l l y  e t c h e d  ( p a r a l l e l  
g r o o v e d ,  p i l l a r e d  o r  p i t t e d  t o p o g r a p h i e s )  s i l i c o n  s u b s t r a t e s .  T h e  m i c r o l i t h o g r a p h i c  t e c h n i q u e  
p r o v e d  t o  b e  a  r e a s o n a b l y  r e l i a b l e  a n d  r e p r o d u c i b l e  m e t h o d  f o r  p r o d u c i n g  a  l a r g e  n u m b e r  o f  
i d e n t i c a l  s u b s t r a t e s .  T h e s e  s u b s t r a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  e i t h e r  c p T i ,  D L C  o r  o n e  o f  t h e  t h r e e  
t i t a n i u m  o x i d e  p h a s e s  ( a n a t a s e ,  r u t i l e  o r  a m o r p h o u s ) .  
W i t h i n  b o n e ,  o s t e o b l a s t  c e l l s  p r o g r e s s  a l o n g  c o l l a g e n  f i b r e s ,  w h i c h  a r e  v i r t u a l l y  l o n g  c i r c u l a r  
c o l u m n s .  S i n c e  i t  w a s  a p p a r e n t  t h e  o s t e o b l a s t  c e l l  n a t u r a l l y  r e s p o n d e d  t o  a n  a l i g n e d  s u r f a c e ,  
w e  o p t e d  t o  t e s t  a  w e l l  a l i g n e d ,  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  T h e  p r e s e n c e  o f  a  c y l i n d r i c a l  
f o r m  f o r  t h e  c o l l a g e n  f i b r e s  a i d e d  i n  o u r  d e c i s i o n  t o  s t u d y  a  c i r c u l a r  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  s i n c e  
b o n e  c e l l s  h a v e  a l r e a d y  s h o w n  a n  a f f i n i t y  t o  t h i s  t y p e  o f  g e o m e t r y .  W o r k  d o n e  b y  Z i n g e r  e t  
a l .  [ 2 4 7 ]  m e n t i o n e d  t h a t  a  m a n - m a d e  p i t  w o u l d  b e  s i m i l a r  t o  a n  o s t e o c l a s t  r e s o r p t i o n  p i t ,  
w h i c h  o s t e o b l a s t  c e l l s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  f a v o u r  i n  v i v o .  
T h e  u n i q u e n e s s  o f  t h i s  p r o j e c t  w a s  i n  c r e a t i n g  a c c u r a t e l y  d e f i n e d  s u r f a c e s  b y  l i t h o g r a p h i c  
t e c h n i q u e s  a n d  c o m b i n i n g  w i t h  v a r i o u s  t h i n  f i l m  c o a t i n g s  i n  o r d e r  t o  t e s t  M G 6 3  o s t e o b l a s t -
l i k e  c e l l  r e s p o n s e s .  A  n u m b e r  o f  p a p e r s  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  o n  l i t h o g r a p h i c a l l y  o b t a i n e d  
g r o o v e d  t o p o g r a p h i e s  a n d  t h e i r  e f f e c t  o n  c e l l s .  H o w e v e r ,  m a n y  o f  t h e s e  p a p e r s  w e r e  e i t h e r  
c o n d u c t e d  o n  c e l l s  o t h e r  t h a n  o s t e o b l a s t s  o r  o n  s u r f a c e s  o t h e r  t h a n  t h o s e  c o m m o n l y  u s e d  a s  
i m p l a n t  m a t e r i a l s  ( s u c h  a s  s i l i c o n e  o r  p o l y s t y r e n e ) .  T a b l e  6  c l e a r l y  d i s p l a y e d  a  n u m b e r  o f  
s t u d i e s  o n  l i t h o g r a p h i c a l l y  e t c h e d  s u r f a c e s .  
S t u d i e s  w h i c h  w e r e  c o n d u c t e d  o n  l i t h o g r a p h i c a l l y  o b t a i n e d  g r o o v e d  t i t a n i u m  m a t e r i a l s  w e r e  
r a r e l y  c o m b i n e d  w i t h  o s t e o b l a s t  c e l l s  ( r e f e r  T a b l e  6 ) .  T h e  o n e  s t u d y  b y  L u  e t  a l .  [ 2 9 2 ]  w h i c h  
d i d  d i s c u s s  o s t e o b l a s t  r e s p o n s e  t o  a  g r o o v e d  t i t a n i u m  s u r f a c e  m e r e l y  d i s c u s s e d  c e l l  
p e r f o r m a n c e  i n  t e r m s  o f  c o n t a c t  g u i d a n c e .  T h i s  t h e s i s  w e n t  s e v e r a l  s t e p s  f u r t h e r  b y  
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e x a m i n i n g  o t h e r  a s p e c t s  o f  c e l l u l a r  b e h a v i o u r  s u c h  a s  a t t a c h m e n t ,  p r o l i f e r a t i o n ,  A L P  a c t i v i t y  
a n d  p r o t e i n  p r o d u c t i o n .  W e  a l s o  d i s c u s s e d  t h e s e  c e l l u l a r  c h a r a c t e r i s t i c s  i n  t e r m s  o f  s u r f a c e  
c h e m i s t r y  w h i c h  w a s  e x a m i n e d  b y  c o n t a c t  a n g l e  a n d  s u r f a c e  e n e r g y .  T o  t h e  a u t h o r ' s  
k n o w l e d g e ,  n o  s t u d y  a s  y e t  h a d  a d d r e s s e d  a l l  t h e s e  f a c t o r s .  
W i t h  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  D L C  c o a t i n g s  t o  t h e s e  p a r a l l e l  g r o o v e d  s u r f a c e s ,  w e  h a d  v e n t u r e d  
i n t o  a n  a r e a  w h i c h  w a s  v i r t u a l l y  u n t o u c h e d .  C e r t a i n l y  n o  s t u d y  h a d  e x a m i n e d  l i t h o g r a p h i c a l l y  
o b t a i n e d  g r o o v e d  s u r f a c e s  w i t h  D L C  s u r f a c e  c o a t i n g s .  V e r y  f e w  s t u d i e s  [ 2 8 6 - 2 8 9 ]  w e r e  
f o u n d  t o  e v e n  d i s c u s s  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  s u r f a c e  r o u g h n e s s  a n d  D L C  c o a t i n g s ,  a n d  w h e n  
t h e y  w e r e  a d d r e s s e d  i t  w a s  i n  r e l a t i o n  t o  d e c r e a s i n g  w e a r  r e s i s t a n c e ,  R F  p o w e r ,  p r e v e n t i o n  o f  
t h r o m b u s  f o r m a t i o n  o r  m a c r o p h a g e  r e s p o n s e .  M a n y  s t u d i e s  i n  t h e  D L C  c o a t i n g s  f i e l d  h a v e  
d e a l t  w i t h  c e l l  r e s p o n s e  t o  t h e  p l a i n ,  u n p a t t e m e d  c o a t i n g  m a t e r i a l  [ 2 6 8 ,  2 6 9 ,  2 7 3 ] .  I t  h a s  b e e n  
e s t a b l i s h e d  t h a t  o s t e o b l a s t  c e l l s  d o  r e s p o n d  w e l l  t o  D L C  [ 2 7 9 ,  2 8 0 ] ,  w h i c h  w a s  a n  e s s e n t i a l  
s t a r t  t o  o u r  r e s e a r c h .  
S i m i l a r  t o  t h e  D L C  c o a t i n g ,  t h e  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s  u s e d  w e r e  r a r e l y  s t u d i e d  s o  c l e a r l y  
a n d  w i t h  r e g a r d  t o  c e l l  a t t a c h m e n t  a n d  s u r f a c e  r o u g h n e s s .  M a n y  p a p e r s  d i s c u s s e d  t i t a n i u m  
o x i d e  s u r f a c e s  i n  t e r m s  o f  t h e  t h i c k n e s s  o f  t h e  o x i d e  l a y e r  a n d  t h e  i m p a c t  o n  b o n e  [ 1 0 2 ,  2 5 6 ,  
2 5 7 ] .  G e n e r a l l y ,  s t u d i e s  r a r e l y  d e f i n e d  w h a t  p h a s e  o f  o x i d e  w a s  p r e s e n t  [ 2 5 2 ,  2 5 8 ,  2 5 9 ] .  
P a p e r s  t h a t  d i d  t r y  t o  o b t a i n  a n  o x i d e  o f  a  p a r t i c u l a r  p h a s e ,  s a w  a  c h a n g e  o f  c h e m i s t r y  w i t h  a  
c h a n g e  i n  r o u g h n e s s  [ 2 5 8 ,  2 6 0 ] .  T h i s  c r e a t e d  a  p r o b l e m  w h e n  t r y i n g  t o  d i s t i n g u i s h  w h i c h  
f a c t o r ,  c h e m i s t r y  o r  t o p o g r a p h y ,  w a s  a f f e c t i n g  c h a n g e .  I m p o r t a n t  a s p e c t s  t h a t  w e r e  
d i s c o v e r e d  w a s  t h a t  e v e n  s u b t l e  d i f f e r e n c e s  i n  s u r f a c e  c o m p o s i t i o n  ( i n c l u d i n g  d i f f e r e n c e s  i n  
T i  c r y s t a l l i n i t y )  c o u l d  m o d i f y  c e l l  r e s p o n s e  [ 1 5 1 ,  1 7 1 ,  1 7 2 ]  a n d  t h a t  c r y s t a l l i n e  t i t a n i u m  
o x i d e  p h a s e s  h a v e  s h o w n  h i g h e r  w e t t a b i l i t y  a n d  p r o m o t e d  g r e a t e r  o s t e o b l a s t  a d h e s i o n  [ 2 6 6 ] .  
T h e  p i t t e d  a n d  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  u t i l i s e d  i n  t h i s  t h e s i s  w a s  o n e  o f  t h e  n e w e s t  a r e a s  i n  t h e  
b i o m a t e r i a l s  f i e l d .  P a p e r s  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  o n  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  t o p o g r a p h y  o b t a i n e d  b y  
l i t h o g r a p h y  ( r e f e r  T a b l e  7 ) ,  h o w e v e r  m a n y  o f  t h e s e  w e r e  o n  t h e  n a n o m e t e r  s c a l e  ( w h i c h  i s  
m o r e  a t  a  p r o t e i n  l e v e l  t h a n  a  c e l l u l a r  l e v e l ) ,  t h e y  w e r e  o n  m a t e r i a l s  n o t  c o m m o n l y  u s e d  f o r  
b i o m e d i c a l  i m p l a n t  f i x a t i o n  ( e . g .  p o l y s t y r e n e  o r  s i l i c o n e ) ,  o r  t h e i r  w o r k  u t i l i s e d  c e l l s  o t h e r  
t h a n  o s t e o b l a s t s .  T h e  o n e  s t u d y  f o u n d  a d d r e s s i n g  a  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  o n  a n  i m p l a n t  
m a t e r i a l ,  e x a m i n e d  a  n a n o p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  o n  a  t i t a n i u m  o x i d e  ( w i t h  n o  s p e c i f i c a t i o n  a s  t o  
t h e  p h a s e )  s u r f a c e  a n d  i t s  i m p a c t  o n  e p i t h e l i a l  c e l l s  [ 3 0 4 ] .  T h e  i m p a c t  o f  n a n o s c a l e  p i l l a r s  o n  
c e l l s  c a n n o t  b e  a c c u r a t e l y  t r a n s l a t e d  t o  c e l l  r e s p o n s e  o n  a  m i c r o p i l l a r e d  t o p o g r a p h y ,  a s  t h e r e  
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i s  t h r e e  o r d e r s  o f  m a g n i t u d e  i n  s i z e  d i f f e r e n c e ,  a n d  t h e  b e h a v i o u r  o f  e p i t h e l i a l  c e l l s  d o  n o t  
n e c e s s a r i l y  a p p l y  t o  o s t e o b l a s t  b e h a v i o u r ,  m a k i n g  t h e  s t u d y  b y  A n d e r s s o n  e t  a l .  [ 3 0 4 ]  o n l y  
m o d e r a t e l y  h e l p f u l  t o  d e t e r m i n i n g  w h a t  w e  w e r e  m e a n t  t o  e x p e c t  i n  t e r m s  o f  c e l l  r e s p o n s e .  
F o r  t h e  p i t t e d  t o p o g r a p h y ,  o n e  s t u d y  b y  C h e h r o u d i  e t  a l .  [ 1 5 4 ]  w a s  s i m i l a r  t o  o u r  w o r k  w h e r e  
t h e y  e x a m i n e d  b o n e  c e l l  r e s p o n s e  t o  a  t i t a n i u m  s u r f a c e  w i t h  v - s h a p e d  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  
H o w e v e r ,  t h e  p i t s  w e r e  o f  a  d i f f e r e n t  s h a p e  a n d  o n  a  m u c h  l a r g e r  s c a l e  ( w a s  i n  a  s c a l e  a b o u t  3  
t o  2 0  t i m e s  t h e  s i z e  o f  a n  a v e r a g e  o s t e o b l a s t  c e l l )  t h a n  o u r  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  T h e  s t u d i e s  
o u t l i n e d  i n  T a b l e  7  i m p l y  s o m e  w o r k  h a s  b e e n  d o n e  i n  t h e  a r e a  o f  p i t t e d  a n d  p i l l a r e d  
t o p o g r a p h i e s ,  h o w e v e r  i t  c l e a r l y  d i s p l a y e d  t h a t  n o  r e s u l t s ,  a s  y e t ,  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  o n  
o s t e o b l a s t  r e s p o n s e  t o  a n  a c c u r a t e  t i t a n i u m  o x i d e  p h a s e  c o a t i n g ,  D L C  o r  c p T i  c o a t i n g  w i t h  
c i r c u l a r  p i l l a r e d  o r  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  
R e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h i e s  f o u n d  c p T i  a n d  D L C  s p e c i m e n s  
p o s s e s s e d  t h e  h i g h e s t  s u r f a c e  e n e r g i e s ,  w i t h  D L C  d i s p l a y i n g  a  s l i g h t l y  l o w e r  e n e r g y .  
R e s e a r c h  o n  t i t a n i u m  h a d  a l r e a d y  e s t a b l i s h e d  i t  a s  a  r e l a t i v e l y  h y d r o p h i l i c  s u r f a c e  [ 2 0 6 ] .  D L C  
c o a t i n g s ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  h a d  b e e n  e s t a b l i s h e d  a s  a  r e l a t i v e l y  h y d r o p h o b i c  m a t e r i a l  [ 2 7 0 ] ,  
h o w e v e r  i n  t h i s  c a s e ,  D L C  a c h i e v e d  s i m i l a r  r e s u l t s  t o  t h e  c p T i  s u r f a c e .  S i n c e  c p T i  a c h i e v e d  
h i g h  s u r f a c e  e n e r g i e s ,  i t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  t h e  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t i n g s  w o u l d  p r o c e e d  t h e  
s a m e  w a y .  H o w e v e r ,  t h e  o x i d e  p h a s e  c o a t i n g s  h a d  t h e  l o w e s t  v a l u e s  f o r  s u r f a c e  e n e r g y  w i t h  
t h e  a m o r p h o u s  c o a t i n g  e s t a b l i s h i n g  h i g h e r  e n e r g i e s  t h a n  t h e  c r y s t a l l i n e  p h a s e s .  I t  w a s  n o t  
p o s s i b l e  t o  c o m p a r e  o u r  r e s u l t s  t o  f i g u r e s  a l r e a d y  p u b l i s h e d  a s  m u c h  o f  t h e  p u b l i s h e d  w o r k  
a l t e r e d  t h e  o x i d e  p h a s e  w i t h  d e p o s i t i o n  m e t h o d s  t h a t  a l s o  a l t e r e d  s u r f a c e  r o u g h n e s s  [ 2 5 8 ,  
2 6 0 ] ,  h e n c e  i t  c a n n o t  b e  a c c u r a t e l y  e s t a b l i s h e d  w h i c h  f a c t o r  a l t e r e d  t h e  s u r f a c e  e n e r g y :  
c h e m i s t r y  o r  t o p o g r a p h y .  R e s u l t s  o v e r a l l  i n d i c a t e d  a  g e n e r a l  l o w e r i n g  i n  s u r f a c e  e n e r g y  a s  
g r o o v e  d i m e n s i o n  i n c r e a s e d ,  m e a n i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  a  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  i n c r e a s e d  t h e  
h y d r o p h o b i c i t y  o f  t h e  s u r f a c e .  T h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  d i s p l a y e d  a  g e n e r a l  i m p r o v e m e n t  i n  
s u r f a c e  e n e r g y  r e s u l t s  f o r  t h e  r u t i l e  a n d  D L C  c o a t i n g  a n d  a  n e g a t i v e  i m p a c t  o n  t h e  c p T i  
s a m p l e  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  g r o o v e d  s u r f a c e .  T h e  p i t t e d  t o p o g r a p h y  s h o w e d  a  g e n e r a l  
d e c r e a s e  i n  s u r f a c e  e n e r g y  f o r  t h e  D L C  a n d  c p T i  s a m p l e s  a n d  a n  i n c r e a s e  f o r  r u t i l e  w h e n  
c o m p a r e d  t o  t h e  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  
C e l l  m o r p h o l o g y  o n  t h e  c o n t r o l  s a m p l e  d i s p l a y e d  a  g e n e r a l l y  w e l l  e x t e n d e d  s t r u c t u r e  f o r  a l l  
m a t e r i a l s .  H o w e v e r ,  c e l l s  o n  t h e  t i t a n i u m  s a m p l e s  d i s p l a y e d  t h e  m o s t  a d h e r e n t  a n d  w e l l  
e x t e n d e d  c e l l s ,  w i t h  t h e  o x i d e  c o a t i n g s  d e p i c t i n g  t h e  l a r g e s t  a n d  f l a t t e s t  c e l l  s t r u c t u r e .  
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P r e v i o u s  r e s e a r c h  p r o v e d  o s t e o b l a s t  c e l l  m o r p h o l o g y  d i s p l a y e d  a  f l a t t e r  e x t e n s i v e l y - e x p a n d e d  
p r o f i l e  o n  s m o o t h e r  t i t a n i u m  [ 2 1 8 ] ,  w h i c h  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  w h a t  w e  d i s c o v e r e d .  T h e  
f l a t t e r  m o r p h o l o g y  f o u n d  o n  c o n t r o l  s a m p l e s  c o r r e s p o n d e d  t o  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s ,  w h i c h  
w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e o r y  [ 1 8 6 ] .  D L C  c o a t e d  s p e c i m e n s  c r e a t e d  a  s l i g h t l y  m o r e  r o u n d e d  c e l l  
s t r u c t u r e .  D e s p i t e  D L C  a c h i e v i n g  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g y  t h a n  w a s  e x p e c t e d ,  t h e  c e l l  s t r u c t u r e  
o n  i t s  s u r f a c e  w a s  m o r e  i n d i c a t i v e  o f  a  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  t i t a n i u m  
s a m p l e s .  C e l l s  o n  t h e  g r o o v e d  s p e c i m e n s  w e r e  g e n e r a l l y  n a r r o w e r  a n d  l o n g e r  t h a n  t h e  
c o n t r o l .  T h e  s m a l l e r  g r o o v e s  c r e a t e d  a  m o r e  a l i g n e d  c e l l  d i s p l a y i n g  t h e  m o s t  c o n t a c t  g u i d a n c e  
o n  a l l  m a t e r i a l s .  C o n t a c t  g u i d a n c e  i s  a  w e l l  e s t a b l i s h e d  p h e n o m e n o n  w i t h  t h i s  f e a t u r e  b e i n g  
t e s t e d  o n  v a r i o u s  c e l l  a n d  m a t e r i a l  c o m b i n a t i o n s  [ 2 9 2 ,  2 9 6 ,  2 9 7 ]  a n d  a  g e n e r a l  c o n s e n s u s  h a s  
b e e n  t h a t  n a r r o w e r  g r o o v e s  p r o m o t e  i n c r e a s e d  o s t e o b l a s t  a l i g n m e n t  [ 2 9 2 ] .  H o w e v e r  n o n e  
h a v e  t e s t e d  o s t e o b l a s t  c e l l s  o n  l i t h o g r a p h i c a l l y  o b t a i n e d  g r o o v e s  w i t h  a  c p T i ,  D L C  o r  
t i t a n i u m  o x i d e  p h a s e  ( a n a t a s e ,  r u t i l e  a n d  a m o r p h o u s )  c o a t i n g .  T h e  l a r g e r  g r o o v e s  d i s p l a y e d  a  
l e s s  a l i g n e d ,  h o w e v e r  m u c h  m o r e  e x t e n d e d  c e l l  s t r u c t u r e ,  w i t h  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  l e a d i n g  
l a m e l l i p o d i a .  E i s e n b a r t h  e t  a l .  [ 2 2 2 ]  d i s c o v e r e d  a  g r e a t e r  d e n s i t y  o f  f o c a l  c o n t a c t s  o n  t h e  
m o r e  a l i g n e d  f i b r o b l a s t  c e l l s ,  h o w e v e r  b e h a v i o u r  b e t w e e n  v a r i o u s  t y p e s  o f  c e l l s  h a v e  b e e n  
k n o w n  t o  d i f f e r .  I t  w a s  t h o u g h t  t h a t  t h e  l e s s  r e s t r i c t i v e  g r o w t h  p a t t e r n  p r e s e n t  o n  t h e  l a r g e r  
g r o o v e s  a l l o w e d  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  t o  e x t e n d  f r o m  m o r e  l o c a t i o n s  a r o u n d  t h e  o s t e o b l a s t  
c e l l .  C e l l s  o n  t h e  s m a l l e r  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  d i s p l a y e d  m o r e  r o u n d e d  p r o f i l e s  d u e  t o  t h e  
e n c a s i n g  o f  s e v e r a l  p i l l a r s ,  w h e r e a s  t h e  l a r g e r  t o p o g r a p h y  s h o w e d  c e l l s  i n  a  m o r e  w e l l  
e x t e n d e d  b u t  r a n d o m  o r i e n t a t i o n .  T h e s e  c h a r a c t e r i s t i c s  w e r e  v i e w e d  o n  a l l  m a t e r i a l  t y p e s .  
W i t h  t h e  s m a l l e r  p i t t e d  t o p o g r a p h i e s ,  c e l l s  a p p e a r e d  t o  g r o w  a r o u n d  t h e  d i s c o n t i n u i t i e s  
w h e r e a s  t h e  l a r g e r  p i t t e d  t o p o g r a p h i e s  w e r e  t r e a t e d  s i m i l a r  t o  a  c o n t r o l  s u r f a c e .  I n  t e r m s  o f  
c e l l  c o n t a c t  g u i d a n c e ,  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  c r e a t e d  m u c h  m o r e  a l i g n e d  c e l l  
p r o f i l e s  t h a n  e i t h e r  t h e  p i l l a r e d  o r  p i t t e d  t o p o g r a p h i e s .  
C e l l  v i a b i l i t y  r e s u l t s  f o r  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h i e s  d i s p l a y e d  t h e  c p T i  c o a t i n g  t o  
p o s s e s s  t h e  h i g h e s t  v i a b i l i t y  w i t h  r e s u l t s  o b t a i n e d  o n  t h e  g r o o v e d  s p e c i m e n s  b e i n g  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  t h e  c o n t r o l .  L i t t l e  d i f f e r e n c e  i n  r e s u l t s  w a s  v i s i b l e  b e t w e e n  t h e  
r e m a i n i n g  m a t e r i a l s ,  h o w e v e r  a l l  o f  t h e  g r o o v e d  s p e c i m e n s  i n  e a c h  c a s e  p r o d u c e d  b e t t e r  
v i a b i l i t y  t h a n  t h e  r e s p e c t i v e  c o n t r o l .  G r e a t e r  c e l l  v i a b i l i t y  w a s  r e c o r d e d  o n  l a r g e r  s i z e d  
g r o o v e s .  T h i s  w a s  m o s t  l i k e l y  d u e  t o  t h e  s i z e  o f  t h e  g r o o v e  a p p r o a c h i n g  t h e  s i z e  o f  t h e  c e l l ,  
e n a b l i n g  i t s  c y t o s k e l e t o n  t o  m o r e  e a s i l y  s t a b i l i s e  a c r o s s  t h e  g r o o v e d  a n d  r i d g e d  s u r f a c e s .  
O v e r a l l  t h e  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  t o p o g r a p h i e s  d i s p l a y e d  p o o r e r  c e l l  v i a b i l i t y  t h a n  t h e  g r o o v e d  
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s p e c i m e n s  a n d  i n  m o s t  c a s e s  p o o r e r  v i a b i l i t y  t h a n  t h e  c o n t r o l  s a m p l e s .  C r a i g h e a d  e t  a l .  [ 3 0 8 ] ,  
D e u t s c h  e t  a l  [ 3 0 9 ] ,  a n d  G r e e n  e t  a l .  [ 3 1 0 ]  f o u n d  a s t r o c y t e s ,  m y o c y t e s  a n d  f i b r o b l a s t s  
p e r f o r m e d  b e t t e r  o n  m i c r o p i t t e d  a n d  m i c r o p i l l a r e d  s i l i c o n e  s u b s t r a t e s ;  h o w e v e r  t h i s  m a y  n o t  
n e c e s s a r i l y  m e a n  o s t e o b l a s t s  w o u l d  r e s p o n d  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r .  
C e l l  a t t a c h m e n t  o n  g r o o v e d  s p e c i m e n s  d i s p l a y e d ,  o v e r a l l ,  b e t t e r  a t t a c h m e n t  t h a n  t h e  
r e s p e c t i v e  c o n t r o l s .  A l l  m a t e r i a l s  w i t h  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  a c h i e v e d  e q u a l l y  g o o d  
a t t a c h m e n t  r a t e s .  S u r f a c e s  w i t h  h i g h e r  e n e r g y  w e r e  s a i d  t o  p r o m o t e  f l a t t e r  m o r p h o l o g y  a n d  
b e t t e r  a t t a c h m e n t  [ 1 8 6 ] ,  h o w e v e r  t h i s  s t u d y  b y  G r o t h  e t  a l .  [ 1 8 6 ]  w a s  c o n d u c t e d  w i t h  
f i b r o b l a s t  c e l l s  a n d  o n  d i f f e r e n t  s u r f a c e s  t o  t h o s e  u s e d  i n  t h i s  t h e s i s .  T h e  r e l a t i o n s h i p  
s u g g e s t e d  b y  G r o t h  w a s  n o t  s e e n  w i t h  t h e  a t t a c h m e n t  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  o s t e o b l a s t  c e l l s  w i t h  
e i t h e r  o f  t h e  t o p o g r a p h i e s  i n v e s t i g a t e d .  T h e  p i t t e d  a n d  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  f o r  t h e  D L C  a n d  
c p T i  s a m p l e s  d i s p l a y e d  p o o r e r  c e l l  a t t a c h m e n t ,  o v e r a l l ,  t h a n  t h e  c o n t r o l .  H o w e v e r ,  t h e  p i t t e d  
a n d  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  f o r  t h e  r u t i l e  c o a t e d  s p e c i m e n  d i s p l a y e d  b e t t e r  a t t a c h m e n t  t h a n  i t s  
r e s p e c t i v e  c o n t r o l .  G r e a t e r  c e l l  a t t a c h m e n t  w a s  o b s e r v e d  o n  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  c o m p a r e d  t o  
t h e  c o n t r o l  b y  D e u t s c h  e t  a l .  [ 3 0 9 ] ,  a l t h o u g h  t h i s  s t u d y  w a s  o n  m y o c y t e s  o n  s i l i c o n e  s u r f a c e s .  
E x p e r i m e n t s  t e s t i n g  p r o l i f e r a t i o n  o n  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h i e s  r e v e a l e d  c p T i  a n d  D L C  
c o a t e d  s a m p l e s  d i s p l a y e d  s i m i l a r l y  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s ,  w h i l e  a m o r p h o u s  c o a t e d  
s a m p l e s  d i s p l a y e d  t h e  n e x t  b e s t  r e s u l t  a n d  t h e  t w o  c r y s t a l l i n e  o x i d e  p h a s e s  d i s p l a y e d  t h e  
l o w e s t  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s .  T h e  g r o o v e d  c p T i ,  D L C  a n d  a m o r p h o u s  s u b s t r a t e s  s h o w e d  a n  
i n c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h .  R i c c i  e t  a l .  [ 2 9 3 ]  f o u n d  r e s t r i c t i v e  
g r o w t h  s u c h  a s  o n  s m a l l e r  g r o o v e s  r e s u l t e d  i n  l o w e r  o v e r a l l  c e l l  g r o w t h .  G r o o v e d  a n a t a s e  
s h o w e d  a n  o p p o s i n g  t r e n d  w i t h  p r o l i f e r a t i o n  d e c r e a s i n g  a s  g r o o v e  w i d t h  i n c r e a s e d .  T h e  
p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  t o p o g r a p h y  g e n e r a l l y  d i s p l a y e d  a n  i n c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  w i t h  a n  
i n c r e a s e  i n  p i l l a r  d i a m e t e r .  A g a i n  t h e  m o r e  r e s t r i c t i v e ,  c o n s i d e r a b l y  m o r e  d e n s e ,  p i l l a r e d  o r  
p i t t e d  t o p o g r a p h y  s e e n  o n  t h e  5  ! l m  s u r f a c e  a p p e a r e d  t o  h a v e  r e s t r i c t e d  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  t o  
s o m e  e x t e n t .  B e t w e e n  t h e  t h r e e  t o p o g r a p h i e s ,  t h e  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  t o p o g r a p h y  f o r  r u t i l e  
p r o d u c e d  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  r a t e s  o v e r a l l  c o m p a r e d  t o  t h e  r e s p e c t i v e  g r o o v e d  s a m p l e s ,  
w h e r e a s  t h e  o p p o s i t e  w a s  t r u e  f o r  t h e  c p T i  a n d  D L C  c o a t e d  m a t e r i a l .  
T h e  i n f l u e n c e  o f  p a t t e r n e d  s u b s t r a t a  a n d  c o a t i n g  m a t e r i a l  t y p e  w a s  t e s t e d  f o r  l e v e l s  o f  p r o t e i n  
p r o d u c t i o n  o n  o s t e o b l a s t  c e l l s .  T e s t s  f o r  p r o t e i n  l e v e l s  w e r e  s a i d  t o  b e  a  g o o d  i n d i c a t o r  o f  t h e  
a b i l i t y  o f  d i f f e r e n t  s u r f a c e s  t o  s u p p o r t  c e l l  a d h e s i o n  [ 3 8 8 ] .  A l s o  c e l l  v i a b i l i t y  a n d  p r o t e i n  
c o n t e n t  w e r e  f o u n d  t o  h a v e  a  d i r e c t  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  [ 3 8 8 ] .  A l l  m a t e r i a l s  w i t h  a  g r o o v e d  
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t o p o g r a p h y  d e m o n s t r a t e d  s i m i l a r  l e v e l s  o f  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  f o r  t h e  r e s p e c t i v e  s a m p l e  
g r o u p s ,  w h i c h  w a s  r e l a t i v e l y  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  a t t a c h m e n t  r e s u l t s  o b t a i n e d ,  e x c e p t  f o r  t h e  4  
! l m  s a m p l e s  w h i c h  s h o w e d  c o n s i d e r a b l e  v a r i a t i o n .  H o w e v e r  i n  m o s t  c a s e s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  a  
g r o o v e d  t o p o g r a p h y  d e m o n s t r a t e d  l o w e r  p r o t e i n  c o n t e n t  c o m p a r e d  t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  
c o n t r o l s .  S i m i l a r  t o  a t t a c h m e n t ,  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  v i a b i l i t y  r e s u l t s  s h o w e d  a  
r e l a t i v e l y  s i m i l a r  t r e n d  f o r  a l l  m a t e r i a l s  e x c e p t  c p T i ,  w h i c h  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  c e l l  
v i a b i l i t y .  W i t h  t h e  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y ,  r u t i l e  d i s p l a y e d  t h e  h i g h e s t  l e v e l  o f  p r o t e i n  
p r o d u c t i o n  w i t h  D L C  d i s p l a y i n g  t h e  l o w e s t .  P i l l a r e d  c p T i  s a m p l e s  s h o w e d  m i x e d  r e s u l t s .  
C o m p a r e d  t o  t h e  g r o o v e d  t o p o g r a p h y ,  p r o t e i n  c o n t e n t  w a s  f o u n d  t o  b e  b e t t e r  o n  p i l l a r e d  c p T i  
a n d  r u t i l e  s a m p l e s  a n d  a b o u t  t h e  s a m e  f o r  p i l l a r e d  D L C .  T h e  p i t t e d  t o p o g r a p h y  d i s p l a y e d  t h e  
b e s t  p r o t e i n  c o n t e n t  r e s u l t s  f o r  D L C  a n d  r u t i l e  s a m p l e s .  C o m p a r e d  t o  t h e  g r o o v e d  
t o p o g r a p h y ,  p i t t e d  r u t i l e  a n d  D L C  d i s p l a y e d  e n h a n c e d  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  w i t h  p i t t e d  c p T i  
s a m p l e s  d i s p l a y i n g  a b o u t  t h e  s a m e  l e v e l .  
C e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  w a s  a n a l y s e d  b y  t e s t i n g  f o r  l e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y .  G r o o v e d  c p T i  a n d  
D L C  p e r f o r m e d  w e l l  o v e r a l l ,  w i t h  a n a t a s e  a n d  a m o r p h o u s  s a m p l e s  s h o w i n g  s l i g h t l y  l o w e r  
A L P  l e v e l s  a n d  r u t i l e  s a m p l e  d i s p l a y i n g  s o m e  o f  t h e  l o w e s t  l e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y .  T h e  
g e n e r a l  t r e n d  i n  r e s u l t s  f o r  a l l  m a t e r i a l s ,  e x c e p t  D L C ,  d e m o n s t r a t e d  a n  i n c r e a s e  i n  A L P  
a c t i v i t y  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h .  N o  s t u d i e s  w e r e  f o u n d  a d d r e s s i n g  t h e  i n f l u e n c e  o f  
l i t h o g r a p h i c a l l y  o b t a i n e d  g r o o v e d  s u r f a c e s  o n  t h e  A L P  a c t i v i t y  o f  c e l l s .  M a r t i n  e t  a l .  [ 1 6 6 ]  
h a d  f o u n d  A L P  a c t i v i t y  i n c r e a s e d  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  ( r a n d o m l y  r o u g h e n e d  
s u r f a c e ) .  I f  w e  s t a t e  a n  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  m e a n t  a n  i n c r e a s e d  s u r f a c e  a r e a ,  t h e n  
t h e  s m a l l e r  g r o o v e s  s h o u l d  d i s p l a y  h i g h e r  A L P  a c t i v i t y ,  w h i c h  w a s  n o t  o b s e r v e d .  P i l l a r e d  
t o p o g r a p h y  d i s p l a y e d  D L C  w i t h  t h e  h i g h e s t  l e v e l s  o f  A L P  a c t i v i t y ,  f o l l o w e d  b y  c p T i  a n d  
t h e n  r u t i l e .  T h e  p i t t e d  t o p o g r a p h y  s h o w e d  l i t t l e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  
v a r i o u s  s a m p l e  g r o u p s .  O v e r a l l ,  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y  p e r f o r m e d  b e s t  f o r  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  A L P  b y  o s t e o b l a s t  c e l l s .  
D i s c o v e r e d  w i t h i n  t h i s  s t u d y  w a s  t h e  e x t e n s i v e  v a r i a t i o n  i n  c e l l u l a r  b e h a v i o u r  w i t h  t h e  
d i f f e r i n g  t o p o g r a p h i e s  a n d  c h e m i s t r i e s .  M a n y  o f t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  d o  n o t  e x a c t l y  a l i g n  w i t h  
r e s e a r c h  t h a t  a l r e a d y  e x i s t e d .  H o w e v e r ,  m u c h  o f  t h e  p u b l i s h e d  r e s e a r c h  h a s  n o t  y e t  t o u c h e d  
o n  m a n y  a s p e c t s  o f  t h i s  t h e s i s  w h i c h  w e r e  q u i t e  u n i q u e ,  s u c h  a s  o s t e o b l a s t  r e s p o n s e  t o  
t e x t u r e d  D L C  o r  t i t a n i u m  o x i d e  s u r f a c e s  a n d  o s t e o b l a s t  r e s p o n s e  t o  p i l l a r e d  o r  p i t t e d  
t o p o g r a p h y  r e g a r d l e s s  o f  t h e  c o a t i n g  m a t e r i a l .  
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( 5 . 1 .  C O N C L U S I O N S  
•  M i c r o l i t h o g r a p h i c  p r o c e d u r e s  t o g e t h e r  w i t h  w e l l - e s t a b l i s h e d  c o a t i n g  d e p o s i t i o n  
t e c h n i q u e s  w e r e  a n  e f f e c t i v e  m e a n s  o f  a s s e s s i n g  c e l l  g r o w t h  o n  d e s i r e d  s u r f a c e  
t o p o g r a p h i e s .  
•  P a r a l l e l  g r o o v e d  c p T i  s a m p l e s  d i s p l a y e d  t h e  h i g h e s t  s u r f a c e  e n e r g y .  T h e  g r o o v e d  
D L C  c o a t e d  s a m p l e s  r e c o r d e d  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s  t h a n  t h e  t i t a n i u m  o x i d e  c o a t e d  
s u b s t r a t e s .  O v e r a l l  f o r  t h e  g r o o v e d  t o p o g r a p h y ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  c p T i ,  a n  
i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h  d e c r e a s e d  s u r f a c e  e n e r g y .  P i l l a r e d  a n d  p i t t e d  t o p o g r a p h i e s  
w i t h  r u t i l e  c o a t i n g s  d i s p l a y e d  a n  e n h a n c e d  s u r f a c e  e n e r g y  c o m p a r e d  t o  t h e  r e s p e c t i v e  
g r o o v e d  s a m p l e s .  O v e r a l l  f o r  t h e  p i t t e d  a n d  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y ,  t h e  l a r g e r  1 5  f . . l m  
t o p o g r a p h y  d i s p l a y e d  h i g h e r  s u r f a c e  e n e r g i e s .  
•  G r o o v e d  s u r f a c e s  s h o w e d  c o n t a c t  g u i d a n c e  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  d i s o r g a n i s e d  c e l l  
l a y o u t  o n  c o n t r o l  s u r f a c e s .  A  g r e a t e r  d e g r e e  o f  g u i d a n c e  w a s  o b s e r v e d  o n  t h e  2  f . . l m  
a n d  4  f . . l m  g r o o v e s .  H o w e v e r ,  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  l e a d i n g  l a m e l l i p o d i a  w e r e  o b s e r v e d  
o n  l a r g e r  g r o o v e d  s u r f a c e s .  T h e  5  f . . l m  p i l l a r e d  t o p o g r a p h y  p r o d u c e d  m o r e  r o u n d e d  
c e l l s  t h a t  p r o g r e s s e d  f r o m  p i l l a r  t o  p i l l a r .  T h e  5  f . . l m  p i t t e d  t o p o g r a p h y  p r o d u c e d  c e l l s  
w h i c h  g r e w  a r o u n d  t h e  d i s c o n t i n u i t y  f o r  a l l  m a t e r i a l  t y p e s .  
•  C e l l  v i a b i l i t y  s t u d i e s  i n d i c a t e d  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  n u m b e r s  o f  o s t e o b l a s t  c e l l s  o n  t h e  
g r o o v e d  c p T i  c o a t e d  s p e c i m e n s .  O v e r a l l ,  t h e  p a r a l l e l  g r o o v e s  e n h a n c e d  t h e  c e l l  
v i a b i l i t y  o n  a l l  t e s t e d  m a t e r i a l s .  T h e  p i l l a r e d  a n d  p i t t e d  t o p o g r a p h y  d i m i n i s h e d  c e l l  
v i a b i l i t y  o n  c p T i  a n d  r u t i l e  s u b s t r a t e s .  
•  P a r a l l e l  g r o o v e s  d i m i n i s h e d  t h e  a t t a c h m e n t  r a t e  o f  c p T i  a n d  D L C ,  w h i l e  e n h a n c i n g  i t  
o n  t h e  o x i d e  s u r f a c e s .  
•  P r o l i f e r a t i v e  r a t e s  w e r e  h i g h e s t  o n  g r o o v e d  c p T i  a n d  D L C  s p e c i m e n s .  D L C ,  c p T i  a n d  
a m o r p h o u s  c o a t e d  g r o o v e d  s a m p l e s  d i s p l a y e d  a n  i n c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i v e  r a t e  w i t h  a n  
i n c r e a s e  i n  g r o o v e  w i d t h .  G r o o v e d  a n a t a s e  d i s p l a y e d  t h e  o p p o s i t e  t r e n d .  P i l l a r e d  a n d  
p i t t e d  t o p o g r a p h i e s  d e c r e a s e d  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  c p T i  c o a t i n g .  
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•  P i t t e d  a n d  p i l l a r e d  t o p o g r a p h i e s  f o r  r u t i l e ,  c p T i  a n d  D L C  e n h a n c e d  l e v e l s  o f  p r o t e i n  
p r o d u c t i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  g r o o v e d  s a m p l e s .  
•  A l l  m a t e r i a l s  e x c e p t  f o r  D L C  d i s p l a y e d  a n  i n c r e a s e  i n  A L P  a c t i v i t y  w i t h  a n  i n c r e a s e  
I I I  g r o o v e  w i d t h .  T h e  g r o o v e d  c p T i  s a m p l e s  d i s p l a y e d  t h e  h i g h e s t  l e v e l  o f  A L P  
a c t i v i t y .  
•  O v e r a l l ,  c p T i  a n d  D L C  a p p e a r e d  t o  h a v e  t h e  m o s t  b e n e f i c i a l  i n f l u e n c e  o n  o s t e o b l a s t  
c e l l s  w h e n  c o m b i n e d  w i t h  a  p a r a l l e l  g r o o v e d  t o p o g r a p h y .  
•  O v e r a l l ,  r u t i l e  a p p e a r e d  t o  h a v e  t h e  m o s t  b e n e f i c i a l  i n f l u e n c e  o n  o s t e o b l a s t  c e l l s  w h e n  
c o m b i n e d  w i t h  e i t h e r  a  p i l l a r e d  o r  p i t t e d  t o p o g r a p h y .  
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1 5 . 2 .  R E C O M M E N D A T I O N  F O R  F U T U R E  W O R K  
T h e r e  a r e  s e v e r a l  d i r e c t i o n s  t h i s  r e s e a r c h  c o u l d  t a k e :  
5 . 2 . 1 .  N A N O S T R U C T U R E S  
A n  a l m o s t  n a t u r a l  n e x t  s t e p  i n  t h e  r e s e a r c h  w o u l d  b e  t o  m o v e  f r o m  m i c r o  t o  n a n o t o p o g r a p h y .  
R e s e a r c h  b y  B a l l  e t  a l .  [ 4 2 6 ]  h a s  e v a l u a t e d  n a n o s c a l e  f e a t u r e s  g e n e r a t e d  b y  l a s e r  t e c h n o l o g y  
o n  o s t e o b l a s t  c e l l s .  T h e s e  s t u d i e s  w e r e  c o n d u c t e d  o n  p o l y m e r  s u r f a c e s .  N a n o s c a l e  s u r f a c e  
m o r p h o l o g y  ( I - l O O  n m  a n d  p a r t i c u l a r l y  1 - 1 0  n m )  i s  o n  t h e  s c a l e  o f  t h e  f o l d e d  p r o t e i n .  I t  i s  
b e l i e v e d  t h a t  t h e  n a n o s c a l e  m o r p h o l o g y  m a y  i n f l u e n c e  p r o t e i n  a t t a c h m e n t ,  s i n c e  t h i s  i s  a  
m a t c h i n g  d i m e n s i o n a l  s c a l e ,  j u s t  a s  t h e  1 - 2 0  m i c r o n  s c a l e  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  m a t c h e s  t h e  
d i m e n s i o n a l  s c a l e  o f  c e l l s .  I t  i s  w e l l  k n o w n  t h a t  p r o t e i n  a t t a c h m e n t  h a s  a  s t r o n g  i n f l u e n c e  o n  
s u b s e q u e n t  c e l l  a t t a c h m e n t .  C r e a t i n g  n a n o s c a l e  s u r f a c e  m o r p h o l o g y  o n  t h e  1 - 1 0 0  n m  r a n g e  i s  
a  v e r y  d i f f e r e n t  c h a l l e n g e  t o  t h e  p r e s e n t  t h e s i s .  T h e  p h o t o l i t h o g r a p h i c a l  t e c h n i q u e s  u t i l i s e d  
w i t h i n  t h i s  s t u d y  c a n  p r o d u c e  r e p r o d u c i b l e  s t r u c t u r e s  n o  s m a l l e r  t h a n  I  / - l m  i n  d i m e n s i o n .  
H e n c e  a n  a l t e r n a t i v e  h i g h l y  s p e c i a l i s e d  t e c h n i q u e  w o u l d  b e  r e q u i r e d .  
I n v e s t i g a t i n g  w e l l  s t r u c t u r e d  n a n o t o p o g r a p h y  o n  t i t a n i u m  a n d  D L C  s u r f a c e s  a n d  i t s  a f f e c t  o n  
o s t e o b l a s t  c e l l s  w o u l d  b e  o f  g r e a t  i n t e r e s t .  H o w e v e r ,  f u r t h e r  w o r k  i n t o  d e p o s i t i o n  t e c h n i q u e s  
w o u l d  b e  r e q u i r e d  t o  e v a l u a t e  i f  v a p o u r  c o a t i n g s  w o u l d  p r o v i d e  t h e  c o v e r a g e  a n d  p e n e t r a t i o n  
n e c e s s a r y  w h i l e  m a i n t a i n i n g  t h e  n a n o  a r c h i t e c t u r e .  
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5 . 2 . 2 .  E V A L U A T E  H Y D R O X Y A P A T I T E  C O A T I N G S  
H y d r o x y a p a t i t e  c o a t i n g s  a r e  a  p o p u l a r  b i o a c t i v e  c o a t i n g  u s e d  t o  p r o m o t e  b o n e  g r o w t h  o n t o  
m e t a l l i c  i m p l a n t s .  T h i s  i s  a  c o s t l y  a n d  c o m p l e x  c o a t i n g  p r o c e s s  i n f l u e n c e d  b y  s e v e r a l  
p a r a m e t e r s  s u c h  a s  t e m p e r a t u r e  a n d  c o m p o s i t i o n .  H y d r o x y a p a t i t e  C V D  t e c h n o l o g y  i s  o n l y  
n o w  b e g i n n i n g  t o  g a i n  r e s e a r c h  i n t e r e s t  a n d  a c k n o w l e d g e m e n t  w i t h i n  t h e  l i t e r a t u r e .  S p u t t e r  
t e c h n i q u e s  a r e  m o r e  e s t a b l i s h e d  b u t  i n c r e d i b l y  s l o w  a n d  h a v e  n o  c o m m e r c i a l  v i a b i l i t y .  
P l a s m a  c o a t i n g s  a r e  t y p i c a l l y  t h i c k  f i l m s  w i t h  c o m p l e x  m o r p h o l o g y  o n  t h e  m i c r o n  s c a l e ,  
w h i c h  i s  s i m i l a r  t o  c o a t i n g  m e t h o d s  s u c h  a s  e l e c t r o p h o r e t i c  d e p o s i t i o n ,  s o l - g e l ,  
e l e c t r o c h e m i c a l  a n d  d i p - c o a t i n g .  A  s t u d y  o n  H A p  t h i n  f i l m  c o a t i n g s  v i a  C V D  t e c h n o l o g y  
w i t h  o r  w i t h o u t  l i t h o g r a p h i c a l l y  e t c h e d  s u r f a c e s  w o u l d  c o n s t i t u t e  a  g o o d  b a s i s  f o r  a  f u t u r e  
s t u d y .  
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3 :  p .  1 2 9 - 4 0 .  
9 .  d e  S a n t i s  D . ,  G u e r r i e r o  C . ,  N o c i n i  P . F . ,  U n g e r s b o c k  A . ,  R i c h a r d s  G . ,  G o t t e  P . ,  
A r m a t o  U . ,  A d u l t  h u m a n  b o n e  c e l l s  f r o m  j a w  b o n e s  c u l t u r e d  o n  p l a s m a - s p r a y e d  o r  
p o l i s h e d  s u i f a c e s  o f  t i t a n i u m  o r  h y d r o x y l a p a t i t e  d i s c s .  J o u r n a l  o f  M a t e r i a l s  S c i e n c e :  
M a t e r i a l s  i n  M e d i c i n e ,  1 9 9 6 . 7 :  p .  2 1 - 2 8 .  
1 0 .  A b d e s s a m a d  N . ,  H a t m a n d  M . F . ,  S t u d y  o f  t h e  e f f e c t  o f  t h e  s u r f a c e  s t a t e  o n  t h e  
c y t o c o m p a t i b i l i t y  o f  a  C o - C r  a l l o y  u s i n g  h u m a n  o s t e o b l a s t s  a n d  f i b r o b l a s t s .  J o u r n a l  
o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 0 . 2 4 :  p .  8 6 1 - 8 7 1 .  
1 1 .  H o w l e t t  C . R . ,  E v a n s  M . D . M . ,  W a l s h  W . R . ,  G r a h a m  J . ,  S t e e l e  J . G . ,  M e c h a n i s m  o f  
i n i t i a l  a t t a c h m e n t  o f  c e l l s  d e r i v e d  f r o m  h u m a n  b o n e  t o  c o m m o n l y  u s e d  p r o s t h e t i c  
m a t e r i a l s  d u r i n g  c e l l  c u l t u r e .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 4 .  1 5 ( 3 ) :  p .  2 1 3 - 2 2 2 .  
1 2 .  P u l e o  D . A . ,  B i z i o s  R . ,  F o r m a t i o n  o f  f o c a l  c o n t a c t s  b y  o s t e o b l a s t s  c u l t u r e d  o n  
o r t h o p a e d i c  b i o m a t e r i a l s .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 2 .  2 6 :  p .  
2 9 1 - 3 0 1 .  
1 3 .  C l a r k  P . ,  D u n n  G . A . ,  K n i b b s  A . ,  P e c k h a m ,  M . ,  A l i g n m e n t  o f  m y  o b  l a s t s  o n  u l t r a f i n e  
g r a t i n g s  i n h i b i t s  f o s i o n  i n  v i t r o .  T h e  I n t e r n a t i o n a l  J o u r n a l  o f  B i o c h e m i s t r y  a n d  C e l l  
B i o l o g y ,  2 0 0 2 .  3 4 ( 7 ) :  p .  8 1 6 - 8 2 5 .  
1 4 .  T e i x e i r a  A . I . ,  A b r a m s  G . A . ,  M u r p h y  C . J . ,  N e a l e y  P . F . ,  C e l l  b e h a v i o u r  o n  l i t h o g r a p h y  
d e f i n e d  n a n o s t r u c t u r e d  s u b s t r a t e s .  J o u r n a l  o f  V a c u u m  S c i e n c e  &  T e c h n o l o g y  B ,  
2 0 0 3 . 2 1 ( 2 ) :  p .  6 8 3 - 6 8 7 .  
1 5 .  L e n h e r t  S . ,  M e i e r  M . B . ,  M e y e r  U . ,  C h i  L . ,  W i e s m a n n  H . P . ,  O s t e o b l a s t  a l i g n m e n t ,  
e l o n g a t i o n  a n d  m i g r a t i o n  o n  g r o o v e d  p o l y s t y r e n e  s u r f a c e s  p a t t e r n e d  b y  L a n g m u i r -
B l o d g e t t  l i t h o g r a p h y .  B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 5 .  2 6 :  p .  5 6 3 - 5 7 0 .  
1 6 .  V a u g h a n  J . ,  T h e  p h y s i o l o g y  o f  b o n e .  1 9 7 5 ,  O x f o r d :  C l a r e n d o n  P r e s s .  
1 7 .  B e n j a m i n  C . L . ,  G a r m a n  G . R . ,  F u n s t o n  J . H . ,  H u m a n  b i o l o g y .  1 9 9 7 ,  B o s t o n :  M c G r a w  
H i l l  C .  
2 9 0  
1 8 .  S h i p m a n  P . ,  W a l k e r  A . ,  B i c h e l l  D . ,  T h e  h u m a n  s k e l e t o n .  1 9 8 5 ,  C a m b r i d g e ,  
M a s s a c h u s e t t s ,  a n d  L o n d o n :  H a r v a r d  U n i v e r s i t y  P r e s s .  
1 9 .  B l a c k  M .  B o n e  u l t r a s t r u c t u r e .  
h t t p : / / w w w . o r t h o t e e r s . c o . u k i N r u j p - i j 3 3 I m / O r t h b o n e l . h t m .  2 0 0 5  [ c i t e d  1 0 t h  o f  
J a n u a r y  2 0 0 5 ) .  
2 0 .  P r i t c h a r d  J . J . ,  G e n e r a l  a n a t o m y  a n d  h i s t o l o g y  o f  b o n e ,  i n  T h e  b i o c h e m i s t r y  a n d  
p h y s i o l o g y  of  b o n e ,  B o u r n e  G . H . ,  E d i t o r .  1 9 6 1 ,  A c a d e m i c  P r e s s  I n c .  :  N e w  Y o r k .  p .  
1- 2 5 .  
2 1 .  F r o s t  H . M . ,  T h e  d y n a m i c s  of  o s t e o i d  t i s s u e ,  i n  L ' O s t e o m a l a c i e  T o u r s  1 9 6 5 ,  H i o c o  
0 . 1 . ,  E d i t o r .  1 9 6 7 ,  M a s s o n  e t  C i e :  P a r i s .  p .  3 - 1 8 .  
2 2 .  J o n e s  S . 1 . ,  S e c r e l o l Y  t e r r i t o r i e s  a n d  r a t e  of  m a t r i x  p r o d u c t i o n  o f  o s t e o b l a s t s .  C a l c i f i e d  
T i s s u e  R e s e a r c h ,  1 9 7 4 . 1 4 :  p .  3 0 9 - 3 1 5 .  
2 3 .  H o l t r o p  M . E . ,  W e i n g e r  J . M . ,  U l t r a s t r u c t u r a l  e v i d e n c e  f o r  a  t r a n s p o r t  s y s t e m  i n  b o n e ,  
i n  C a l c i u m ,  p a r a t h y r o i d  h o r m o n e  a n d  t h e  c a l c i t o n i n s ,  T a l m a g e  R . V . ,  M u n s o n  P . L . "  
E d i t o r .  1 9 7 1 ,  E x c e r p t a  m e d i c a :  A m s t e r d a m .  p .  3 6 5 - 3 7 4 .  
2 4 .  Z a l l o n e  A . Z . ,  R e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  s h a p e  a n d  s i z e  o f  t h e  o s t e o b l a s t s  a n d  t h e  
a c c r e t i o n  r a t e  o f  t r a b e c u l a r  b o n e  s U I / a c e s .  A n a t o m y  a n d  E m b r y o l o g y ,  1 9 7 7 .  1 5 2 :  p .  
6 5 - 7 2 .  
2 5 .  M a r o t t i  G . ,  D e c r e m e n t  i n  v o l u m e  o f  o s t e o b l a s t s  d u r i n g  o s t e o n  f o r m a t i o n  a n d  i t s  e f f e c t  
o n  t h e  s i z e  o f  t h e  c o r r e s p o n d i n g  o s t e o c y t e s ,  i n  B o n e  h i s t o m o r p h o m e l l y :  s e c o n d  
i n t e r n a t i o n a l  w o r k s h o p ,  M e u n i e r  P . 1 . ,  E d i t o r .  1 9 7 7 ,  A r m o r  M o n t a g u :  P a r i s .  p .  2 9 9 -
3 1 0 .  
2 6 .  H a l l  B . K . ,  e d .  T h e  o s t e o b l a s t  a n d  o s t e o c y t e .  B o n e ,  e d .  H a l l  B . K .  V o l .  l .  1 9 9 0 ,  T h e  
T e l f o r d  P r e s s  I n c . :  N e w  J e r s e y .  
2 7 .  F r o s t  H . M . ,  T h e  s k e l e t a l  i n t e r m e d i O l Y  o r g a n i z a t i o n .  A  s y n t h e s i s ,  i n  B o n e  a n d  M i n e r a l  
R e s e a r c h  3 ,  P e c k  W . ,  E d i t o r .  1 9 8 5 ,  E l s e v i e r :  A m s t e r d a m .  p .  4 9 - 1 0 7 .  
2 8 .  H a d j i d a l c i s  0 . 1 . ,  A n d r o u l a k i s  1 . 1 . ,  B o n e  r e m o d e l i n g .  A n n a l s  o f  t h e  N e w  Y o r k  
A c a d e m y  o f  S c i e n c e s ,  2 0 0 6 . 1 0 9 2 :  p .  3 8 5 - 3 9 6 .  
2 9 .  H y n e s  R . O .  T h e  m o l e c u l a r  b a s i s  o f  c e l l  a d h e s i o n  i n  n o r m a l  a n d  p a t h o l o g i c a l  
s i t u a t i o n s .  1 3 / 0  I  10 6  [ c i t e d  2 8 / 0 3 / 0 7 ) ;  A  v a i l a b l e  f r o m :  
h  t  t o : 1  / w w w . h h m i . o r g / r e s e a r c h / i n v e s t i g a t o r s l h y n e s . h t r n l .  
3 0 .  G r z e s i k  W . 1 . ,  R o b e y  P . G . ,  B o n e  m a t r i x  R G D  g l y c o p r o t e i n s :  i m m l l n o l o c a l i z a t i o n  a n d  
i n t e r a c t i o n  w i t h  h u m a n  p r i m a r y  o s t e o b l a s t i c  b o n e  c e l l s  i n  v i t r o .  l o u r n a l  o f  B o n e  a n d  
M i n e r a l  R e s e a r c h ,  1 9 9 4 .  9 :  p .  4 8 7 - 9 6 .  
3 1 .  Y a m a d a  K . M . ,  G e i g e r  B . ,  M o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s  i n  c e l l  a d h e s i o n  c o m p l e x e s .  C u r r e n t  
O p i n i o n  i n  C e l l  B i o l o g y ,  1 9 9 7 . 9 :  p .  7 6 - 8 5 .  
3 2 .  C i v i t e l l i  R . ,  C e l l - c e l l  c o m m u n i c a t i o n  i n  b o n e .  C a l c i f i e d  T i s s u e  I n t e r n a t i o n a l ,  1 9 9 5 .  
5 6 :  p .  S 2 9 - 3 1 .  
3 3 .  C l e m e n s  M . 1 . ,  P h i l  D . ,  e d .  B i o c h e m i s l l y  of  c e l l u l a r  r e g u l a t i o n .  T h e  C e l l  S u r f a c e ,  e d .  
K n o x  P .  V o l .  4 . 1 9 8 1 ,  C R C  P r e s s  I n c . :  B o c a  R a t o n ,  F l o r i d a .  
3 4 .  S t o k e r  M . G . P . ,  O ' N e i l l  C . ,  B e r r y m a n  S . ,  W a x m a n  V . ,  A n c h o r a g e  a n d  g r o w t h  
r e g u l a t i o n  i n  n o r m a l  a n d  v i r u s  t r a n s f o r m e d  c e l l s .  I n t e r n a t i o n a l  J o u r n a l  o f  C a n c e r ,  
1 9 6 8 . 3 :  p .  6 8 3 .  
3 5 .  S t e i n  G . S . ,  L i a n  J . B . ,  S t e i n  J . S . ,  v a n  W i j n e n  A . 1 . ,  F r e n k e l  B . ,  M o n t e c i n o  M . ,  
M e c h a n i s m s  r e g u l a t i n g  o s t e o b l a s t  p r o l i fe r a t i o n  a n d  d i f fe r e n t i a t i o n ,  i n  P r i n c i p l e s  o f  
b o n e  b i o l o g y ,  B i l e z i k i a n  J . P . ,  R a i s z  L . G . ,  R o d a n  G . A . ,  E d i t o r .  1 9 9 6 ,  A c a d e m i c  P r e s s :  
S a n  D i e g o .  p .  6 9 - 8 6 .  
3 6 .  J o h n s o n  L . F . ,  G 1  e v e n t s  a n d  t h e  r e g u l a t i o n  o f  g e n e s  f o r  S - p h a s e  e n z y m e s .  C u r r e n t  
O p i n j o n  i n  C e l l  B i o l o g y ,  1 9 9 2 .  4 :  p .  1 4 9 - 1 5 4 .  
2 9 1  
3 7 .  P a r d e e  A . B . ,  K e y o m a r s i  K . ,  C e l l  m u l t i p l i c a t i o n .  C u r r e n t  O p i n i o n  i n  C e l l  B i o l o g y ,  
1 9 9 2 . 4 :  p .  1 4 1 - 1 4 3 .  
3 8 .  P l u m b  M . ,  S t e i n  J . L . ,  S t e i n  G . A . ,  C o o r d i n a t e  r e g u l a t i o n  o f  m u l t i p l e  h i s t o n e  m R N A s  
d u r i n g  t h e  c e l l  c y c l e  i n  H e L a  c e l l s .  N u c l e i c  A c i d s  R e s e a r c h ,  1 9 8 3 .  1 1 :  p .  2 3 9 1 - 2 4 1 0 .  
3 9 .  P l u m b  M . ,  S t e i n  J . L . ,  S t e i n  G . S . ,  i n f l u e n c e  o f  D N A  s y n t h e s i s  i n h i b i t i o n  o n  t h e  
c o o r d i n a t e  e x p r e s s i o n  o f  c o r e  h u m a n  h i s t o n e .  N u c l e i c  A c i d s  R e s e a r c h ,  1 9 8 3 .  1 1 :  p .  
7 9 2 7 - 7 9 4 5 .  
4 0 .  K i n g  R . W . ,  J a c k s o n  P . K . ,  K i r s c h n e r  M . W . ,  M i t o s i s  i n  t r a n s i t i o n .  C e l l ,  1 9 9 4 .  7 9 :  p .  
5 6 3 - 5 7 1 .  
4 1 .  L i a n  J . B . ,  S t e i n  G . S . ,  A u b i n  J . E . ,  B o n e  f o r m a t i o n :  m a t u r a t i o n  a n d  f u n c t i o n a l  
a c t i v i t i e s  o f  o s t e o b l a s t  l i n e a g e  c e l l s ,  i n  P r i m e r  o n  t h e  m e t a b o l i c  b o n e  d i s e a s e s  a n d  
d i s o r d e r s  o f  m i n e r a l  m e t a b o l i s m .  2 0 0 3 ,  T h e  A m e r i c a n  S o c i e t y  f o r  B o n e  a n d  M i n e r a l  
R e s e a r c h :  W a s h i n g t o n  p .  1 3 - 2 8 .  
4 2 .  A u b i n  J . E . ,  B o n e  s t e m  c e l l s .  J o u r n a l  o f  C e l l u l a r  B i o c h e m i s t r y  S u p p l e m e n t s ,  1 9 9 8 .  3 0 -
3 1 :  p .  7 3 - 8 2 .  
4 3 .  L o w  M . G . ,  S a l t i e l  A . R . ,  S t n / c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  r o l e s  o f  g l y c o s y l -
p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l  i n  m e m b r a n e s .  S c i e n c e ,  1 9 8 8 .  2 3 9 :  p .  2 6 8 - 2 7 5 .  
4 4 .  B o u r n e  G . H . ,  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  v a r i o u s  t i s s u e s .  Q u a r t e r l y  
J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  P h y s i o l o g y ,  1 9 4 3 . 3 2 :  p .  1 - 2 0 .  
4 5 .  B o y a n  B . D . ,  L o h n J a n n  C . H . ,  D e a n  D . D . ,  S y l v i a  V . L . ,  C o c h r a n  D . L . ,  S c b w a r t z  Z . ,  
M e c h a n i s m s  i n v o l v e d  i n  o s t e o b l a s t  r e s p o n s e  t o  i m p l a n t  s u r f a c e  m o r p h o l o g y .  A n n u a l  
R e v i e w s  i n  M a t e r i a l  R e s e a r c h ,  2 0 0 1 .  3 1 :  p .  3 5 7 - 7 1 .  
4 6 .  S i m m o n s  D J . ,  K a h n  A J . ,  C e l l  l i n e a g e  i n  F a c t l l r e  h e a l i n g  i n  c h i m e r i c  b o n e  g r a f t s .  
C a l c i f i e d  T i s s u e  I n t e r n a t i o n a l ,  1 9 7 9 .  2 7 :  p .  2 4 7 - 2 5 3 .  
4 7 .  H a l l  B . K . ,  e d .  M e c h a n i s m s  o f  b o n e  d e v e l o p m e n t  a n d  g r o w t h .  B o n e  e d .  H a l l  B . K .  V o l .  
8 .  1 9 9 4 ,  C R C  P r e s s  l n c :  B o c a  R a t o n ,  F l o r i d a .  
4 8 .  H a l l  B . K . ,  e d .  F r a c t u r e  r e p a i r  a n d  r e g e n e r a t i o n .  B o n e ,  e d .  H a l l  B . K .  V o l .  5 .  1 9 9 2 ,  
C R C  P r e s s  I n c . :  B o c a  R a t o n .  
4 9 .  H a m  A . W . ,  H a r r i s  W . R . ,  R e p a i r  a n d  t r a n s p l a n t a t i o n  o f  b o n e ,  i n  T h e  b i o c h e m i s t r y  a n d  
p h y s i o l o g y  o f  b o n e ,  B o u r n e  G . H . ,  E d i t o r .  1 9 7 2 ,  A c a d e m i c  P r e s s :  N e w  Y o r k .  p .  3 3 7 -
3 9 9 .  
5 0 .  M c K i b b i n  B . ,  T h e  b i o l o g y  o f  F a c l l l r e  h e a l i n g  i n  l o n g  b o n e s .  J o u r n a l  o f  B o n e  a n d  
J o i n t  S u r g e r y ,  1 9 7 8 .  6 0 B :  p .  1 5 0 - 1 6 2 .  
5  I .  N e w t o n  C . D . ,  N u n a m a k e r  D . M .  C h a p t e r  3 :  H e a l i n g  o f  b o n e .  1 9 8 5  [ c i t e d  1 4 t h  M a r c h  
2 0 0 7 ] ;  A v a i l a b l e  f r o m :  h t t p : / / c a l . v e t . u p e n n . e d u l s a o r t h o / c b a p t e r 0 3 / 0 3 m a s t . h t m .  
5 2 .  C a p l a n  A . I . ,  B o n e  d e v e l o p m e n t  a n d  r e p a i r .  B i o E s s a y s ,  1 9 8 7 .  6 :  p .  1 7 1 .  
5 3 .  A l b r e k t s s o n  T . ,  T h e  r e a c t i o n s  o f  b o n e  t o  n o n - c e m e n t e d  i m p l a n t s ,  i n  B o n e :  F r a c t u r e  
r e p a i r  a n d  r e g e n e r a t i o n ,  H a l l  B . K . ,  E d i t o r .  1 9 9 2 ,  C R C  P r e s s  I n c . :  B o c a  R a t o n ,  
F l o r i d a .  p .  1 5 3 - 2 0 8 .  
5 4 .  F a l l s c h u s s e l  G . K . H . ,  D a s  L a g e r g e w e b e  d e n / a l e r  i m p l a n t a t e ,  i n  Z a h n a r t z t l i c h e  
i m p l a n t o l o g i e ,  W i s s e n s c h a f t  a l l d  P r a x i s ,  F a l l s c h u s s e l  G . K . H . ,  E d i t o r .  1 9 8 6 ,  
Q u i n t e s s e n c e - V e r l a g :  B e r l i n .  p .  3 4 - 8 5 .  
5 5 .  C b a o  F . C . ,  S h e p r o  D . ,  T u l l i s  J . L . ,  B e l a m a r i c h  F . A . ,  C u r b y  W . A . ,  S i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  
p l a t e l e t  c o n t r a c t i o n  a n d  c e l l u l a r  m o t i l i t y  d u r i n g  m i t o s i s :  r o l e  o f  p l a t e l e t  m i c r o t u b u l e s  
i n  c l o t  r e t r a c t i o n .  J o u r n a l  o f  C e l l  S c i e n c e ,  1 9 7 6 . 2 0 :  p .  5 6 9 - 5 8 8 .  
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v i t r o .  J o u r n a l  o f  M a t e r i a l s  S c i e n c e :  M a t e r i a l s  i n  M e d i c i n e ,  2 0 0 7 .  1 8 ( 8 ) :  p .  1 5 2 9 - 1 5 3 6 .  
1 0 1 .  E l l i n g s e n  J  . E . ,  A  s t u dy  o n  t h e  m e c h a n i s m  o f  p r o t e i n  a d s o r p t i o n  t o  T i D } .  B i o m a t e r i a l s ,  
1 9 9 1 .  1 2 :  p .  5 9 3 - 5 9 6 .  
1 0 2 .  S u n n y  M . C . ,  S h a l l n a  C . P . ,  T i t a n i u m - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n :  c h a n g e s  w i t h  o x i d e  l a y e r  
t h i c k n e s s .  J o u r n a l  o f  B i o m a t e r i a l s  A p p l i c a t i o n s ,  1 9 9 1 .  6 :  p .  8 9 - 9 8 .  
1 0 3 .  B r a n e m a r k  R . ,  O h r n e l l  L . O . ,  N i l s s o n  P . ,  T b o m s e n  P . ,  B i o m e c h a n i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  
o f  o s s e o i n t e g r a t i o n  d u r i n g  h e a l i n g :  a n  e x p e r i m e n t a l  i n  v i v o  s t u dy  i n  t h e  r a t .  
B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 7 .  1 8 :  p .  9 6 9 - 9 7 8 .  
1 0 4 .  M a u s l i  P . A . ,  S t e i n e m a n u  S . G . ,  S i m p s o n  J . P .  P r o p e r t i e s  o f  s u rf a c e  o x i d e s  o n  t i t a n i u m  
a n d  s o m e  t i t a n i u m  a l l o y s .  i n  6 t h  W o r l d  C o n fe r e n c e  o n  T i t a n i u m .  1 9 8 8 .  L e s  U l i s :  L e s  
e d i t i o n s  d e  p b y s i q u e :  p .  1 7 5 9 - 1 7 6 4 .  
1 0 5 .  W i e l a n d  M . ,  E x p e r i m e n t a l  d e t e r m i n a t i o n  a n d  q u a n t i t a t i v e  e v a l u a t i o n  o f  t h e  s u r f a c e  
c o m p o s i t i o n  a n d  t o p o g r a p h y  of  m e d i c a l  i m p l a n t  s U l f a c e s  a n d  t h e i r  i n f l u e n c e  o n  
o s t e o b l a s t s  c e l l - s u r f a c e  i n t e r a c t i o n s ,  i n  T e c h n i c a l  S c i e n c e s .  1 9 9 1 ,  S w i s s  F e d e r a l  
I n s t i t u t e  o f  T e c b n o l o g y  Z u r i c b :  Z u r i c h .  
1 0 6 .  T i t a n i u m .  2 0 0 4  [ c i t e d  2 0 0 6  2 9 t h  D e c e m b e r ] ;  A v a i l a b l e  f r o m :  
h t t p : / / p e r i o d i c . l a n l . g o v / e l e m e n  t s / 2 2 .  h  t m  I .  
1 0 7 .  K r e b s  R . E . ,  T h e  h i s t o r y  a n d  u s e  o f  o u r  e a r t h ' s  c h e m i c a l  e l e m e n t s :  A  r e f e r e n c e  g u i d e .  
2 n d  e d .  2 0 0 6 ,  W e s t p o r t ,  C T :  G r e e n w o o d  P r e s s .  
1 0 8 .  E m s l e y  J . ,  N a t u r e s  b u i l d i n g  b l o c k s :  A n  A - Z  g u i d e  t o  t h e  e l e m e n t s .  2 0 0 1 ,  O x f o r d :  
O x f o r d  U n i v e r s i t y  P r e s s .  4 5 5 .  
1 0 9 .  S e v a n  V .  R o s o b o r o n e x p o r t  c o n t r o l s  t i t a n i u m  i n  R u s s i a .  2 0 0 6  [ c i t e d  2 0 0 6  2 6 t h  
D e c e m b e r ] ;  A v a i l a b l e  f r o m :  h t t p : / / w w w . s e v a n c o . n e t l n e w s / f u l l  s t o r y . p h p .  
I  1 0 .  L e y e n s  C . ,  P e t e r s  M . ,  e d .  T i t a n i u m  a n d  t i t a n i u m  a l l o y s :  f u n d a m e n t a l s  a n d  
a p p l i c a t i o n s .  2 0 0 3 ,  W i l e y - V C H  V e r l a g  G m b H  &  C o .  
I l l .  H o w a r d  A . ,  M i t c h e l l  C . E . J . ,  M o r r i s  D . ,  E g d e l l  R . G . ,  P a r k e r  S . C . ,  T h e  s u r fa c e  
s t l 1 l c t u r e  o f T i D 2 ( 2 I O )  s t u d i e d  b y  a t o m i c a l l y  r e s o l v e d  S T M  a n d  a t o m i s t i c  s i m u l a t i o n .  
S u r f a c e  S c i e n c e ,  2 0 0 0 .  4 4 8 ( 2 - 3 ) :  p .  1 3 1 - 1 4 1 .  
1 1 2 .  U S G S  M i n e r a l s  I n fo r m a t i o n :  T i t a n i u m .  2 0 0 6  [ c i t e d  2 0 0 6  2 9 t h  D e c e m b e r ] ;  A v a i l a b l e  
f r o m :  h t t p : / / m  i  n e r a  I s .  u s g s .  g o v  I m  i  n e r a l  s / p u  b s l  c o r n  m o d  i  t y / t i  t a n  i  u m / .  
1 1 3 .  S u m m i t  t a p e r e d  h i p  s y s t e m .  2 0 0 0 - 2 0 0 7  [ c i t e d  2 0 0 7  2 8 t h  F e b r u a r y ] ;  A v a i l a b l e  f r o m :  
h t t p : / / w w w . j n j g a t e w a y . c o m l h o m e . j h t m l ? l o c = C A E N G & p a g e = v i e w C o n t e n t & c o n t e n t l d  
= 0 9 0 0 8 b 9 8 8 0 c b 8 b b O & p a r e n t i d = 0 9 0 0 8 b 9 8 8 0 c b 8 b b O .  
1 1 4 .  T o t a l  k n e e  r e p l a c e m e n t s .  2 0 0 6  [ c i t e d  2 0 0 6  2 2 n d  N o v e m b e r ] ;  A v a i l a b l e  f r o m :  
h t t p : / / w w w . a s d m . c o m . a u l p r o d u c t s . h t m l .  
2 9 5  
l i S .  R o b e r t s o n  J . ,  D i a m o n d - l i k e  a m o r p h o u s  c a r b o n .  M a t e r i a l s  S c i e n c e  a n d  E n g i n e e r i n g  R ,  
2 0 0 2 .  3 7 :  p .  1 2 9 - 2 8 1 .  
1 1 6 .  C e l i i  F . G . ,  B u t l e r  J . E . ,  D i a m o n d  c h e m i c a l  v a p o r  d e p o s i t i o n .  A n n u a l  R e v i e w  o f  
P h y s i c a l  C h e m i s t r y ,  1 9 9 1 .  4 2 :  p .  6 4 3 - 8 4 .  
1 1 7 .  M c K e n z i e  D . R . ,  T e t r a h e d r a l  b o n d i n g  i n  a m o r p h o u s  c a r b o n .  R e p o r t s  i n  P r o g r e s s i v e  
P h y s i c s ,  1 9 9 6 .  5 9 ( 1 2 ) :  p .  1 6 1 1 .  
L l 8 .  F y t a  M . G . ,  M a t h j o u d a k i s  C . ,  K o p i d a k i s  G . ,  K e l i r e s  P . c . ,  S t r u c t u r e ,  s t a b i l i t y ,  a n d  
s t r e s s  p r o p e r t i e s  o f  a m m p h o u s  a n d  n a n o s t r u c t u r e d  c a r b o n  f i l m s .  T h i n  S o l i d  F i l m s ,  
2 0 0 5 .  4 8 2 :  p .  5 6 - 6 2 .  
1 1 9 .  W e i l e r  M . ,  S a t t e l  S . ,  J u n g  K . ,  E h r h a r d t  H . ,  V e e r a s a m y  V . S . ,  R o b e r t s o n  J . ,  H i g h l y  
t e t r a h e d r a l ,  d i a m o n d - l i k e  a m o r p h o u s  h y d r o g e n a t e d  c a r b o n  p r e p a r e d  f r o m  a  p l a s m a  
b e a m  s o u r c e .  A p p l i e d  P h y s i c s  L e t t e r s ,  1 9 9 4 .  6 4 ( 2 1 ) :  p .  2 7 6 1 - 2 8 9 9 .  
1 2 0 .  E r d e m i r  A . ,  E r y l i r n a z  O . L . ,  N i l u f e r  L B . ,  F e n s k e  G . R . ,  E f f e c t  o f  s o u r c e  g a s  c h e m i s t l Y  
o n  t r i b o l o g i c a l  p e r f o r m a n c e  o f  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n  f i l m s .  D i a m o n d  a n d  R e l a t e d  
M a t e r i a l s ,  2 0 0 0 .  9 :  p .  6 3 2 - 6 3 7 .  
1 2 1 .  V o e v o d i n  A . A . ,  P h e l p s  A . W . ,  Z a b i n s k i  J . S . ,  D o n l e y  M . S . ,  F r i c t i o n  i n d u c e d  p h a s e  
t r a n s f o r m a t i o n  o f  p u l s e d  l a s e r  d e p o s i t e d  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n .  D i a m o n d  a n d  R e l a t e d  
M a t e r i a l s ,  1 9 9 6 .  5 :  p .  1 2 6 4 - 1 2 6 9 .  
1 2 2 .  S u l l i v a n  J . P . ,  F r i e d m a n n  T . A . ,  H j o r t  K . ,  D i a m o n d  a n d  a m o r p h o u s  c a r b o n  M E M S ,  i n  
M R S  B u l l e t i n .  A p r i l  2 0 0 1 .  
1 2 3 .  B h u s h a n  8 . ,  C h e m i c a l ,  m e c h a n i c a l  a n d  t r i b o l o g i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  u l t r a - t h i n  a n d  
h a r d  a m o r p h o l l s  c a r b o n  c o a t i n g s  a s  t h i n  a s  3 . 5  n m :  r e c e n t  d e v e l o p m e n t s .  D i a m o n d  
a n d  R e l a t e d  M a t e r i a l s ,  1 9 9 9 .  8 :  p .  1 9 8 5 - 2 0 1 5 .  
1 2 4 .  U n b a l a n c e d  M a g n e t r o n  S p u t t e r i n g  S y s t e m .  D L C  t o l l  c o a t i n g  s e r v i c e .  [ c i t e d  2 0 0 7  
1  O t h  J a n u a r y ) ;  A v a i l a b l e  r r o m :  h t t p : / / w w w . k o b e l c o . c o . j p / p I 0 9 / e n g l i s h / p v d l d l c . h t m .  
1 2 5 .  M o n a g h a n  D . P . ,  L a i n g  K . C . ,  L o g a n  P . A . ,  T e e r  P . ,  T e e r  D . G . ,  D i a m o n d - l i k e  c a r b o n  
c o a t i n g s .  M a t e r i a l s  W o r l d ,  1 9 9 3 .  1 ( 6 ) :  p .  3 4 7 - 3 4 9 .  
1 2 6 .  H i - t e c h  c o a t i n g  t o  b o o s t  i m p l a n t s .  B B C  N e w s  U K  2 0 0 5  [ c i t e d  2 0 0 7  l O t h  J a n u a r y ) ;  
A v a i l a b l e  r r o m :  h t t p : / / n e w s . b b c . c o . u k l l i h i i h e a l t h l 4 2 6 0 7 7 0 . s l m .  
1 2 7 .  M a s t r o g i a c o m o  J .  K n e e  b o n e s .  t h i g h  b o n e s .  c e r a m i c  i m p l a n t s :  C e r a m i c  m a t e r i a l s  a r e  
g o o d  c a n d i d a t e s  f o r  m e d i c a l  i m p l a n t s  t h a n k s  t o  s t e l l a r  b i o c o m p a t i b i l i t y  a n d  
r e s i s t a n c e  t o  w e a r .  M a c h i n e  D e s i g n  2 0 0 6  [ c i t e d  2 0 0 7  I  O t h  J a n u a r y ) ;  A v a i l a b l e  f r o m :  
h t t p : / / w w w . m a c h i l l e d e s i g n . c o m / A S P / s t r A r t i c l e r o / 5 9 9 5 8 / s t r S i t e l M D S i t e / v i e w S e l e c t e  
d A r t i c l e . a s p .  
1 2 8 .  H a u e r t  R . ,  A n  o v e r v i e w  o f  D L C  c o a t i n g s  f o r  b i o l o g i c a l  a p p l i c a t i o n s ,  i n  P r o c e e d i n g s  
o f  t h e  S e v e n t h  A p p l i e d  D i a m o n d  C o n f e r e n c e l I h i r d  F r o n t i e r  C a r b o n  T e c h n o l o g y  J o i n t  
C o n f e r e n c e ,  M u r a k a w a  M . ,  M i y o s h i  M . ,  K o g a  Y . ,  S c h a f e r  L . ,  T z e n g  Y . ,  E d i t o r .  2 0 0 3 .  
p .  3 9 5 - 4 0 3 .  
1 2 9 .  P r i m a l i s .  D L C  i n  b r i e f  2 0 0 7  [ c i t e d  2 0 0 7  l O t h  J a n u a r y ) ;  A v a i l a b l e  f r o m :  
h t t p : / / w w w . b r u n e l . a c .  u k l a  b o u  t l a c a d l s e d l s e d r e s / m e l  d l  c / b r i  e £ ' 6 .  
1 3 0 .  C a m e r o n  H . U . ,  S m o o t h  m e t a l - b o n e  i n t e l / a c e ,  i n  B o n e  I m p l a n t  I n t e r f a c e ,  H u r l e y  R . ,  
E d i t o r .  1 9 9 4 ,  M o s b y :  S t  L o u i s .  
1 3 1 .  C h a m l e y  J . ,  L o w  f r i c t i o n  a r t h r o p l a s t y  o f  t h e  h i p .  1 9 7 9 ,  B e r l i n :  S p r i n g e r - V e r l a g .  
1 3 2 .  A l b r e k t s s o n  T . ,  C a r l s s o n  L . V . ,  M o r b e r g  P . ,  D i r e c t l y  b o n e - a n c h o r e d  i m p l a n t s ,  i n  B o n e  
I m p l a n t  I n t e l / a c e ,  H u r l e y  R . ,  E d i t o r .  1 9 9 4 ,  M o s b y :  S t  L o u i s .  
1 3 3 .  C a m e r o n  H . U . ,  T h e  b o n e - i m p l a n t  i n t e l / a c e :  p o r o l l s  m e t a l s ,  i n  B o n e  I m p l a n t  I n t e r f a c e ,  
H u r l e y  R . ,  E d i t o r .  1 9 9 4 ,  M o s b y :  S t  L o u i s .  
1 3 4 .  M o r s c h e r  E . W . ,  C u r r e n t  s t a t u s  o f  a c e t a b u l a r  f I X a t i o n  i n  p r i m a r y  t o t a l  h i p  
a r t h r o p l a s t y .  C l i n i c a l  O r t h o p a e d i c s  &  R e l a t e d  R e s e a r c h  1 9 9 2 . 2 7 4 :  p .  1 7 2 - 1 9 3 .  
2 9 6  
1 3 5 .  B l a c k  J . ,  O r t h o p a e d i c  b i o m a t e r i a l s  i n  r e s e a r c h  a n d  p r a c t i c e .  1 9 8 8 ,  N e w  N o r k :  
C h u r c h i l l  L i v i n g s t o n e  I n c .  
1 3 6 .  B u s e r  D . ,  S c h e n k  R K . ,  S t e i n e m a n n  S . ,  F i o r e l l i n i  J . P . ,  F o x  C . H . ,  S t i c h  H . ,  I n f l u e n c e  o f  
s w f a c e  c h a r a c t e r i s t i c s  o n  b o n e  i n t e g r a t i o n  o f  t i t a n i u m  i m p l a n t s .  A  h i s t o m o r p h o m e t r i c  
s t u d y  i n  m i n i a t u r e  p i g s .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 1 .  2 5 ( 7 ) :  p .  
8 8 9 - 9 0 2 .  
1 3 7 .  C o c h r a n  D . L . ,  S c h e n k  R K . ,  L u s s i  A . ,  H i g g i n b o t t o m  F . L . ,  B u s e r  D . ,  B o n e  r e s p o n s e  t o  
u n l o a d e d  a n d  l o a d e d  t i t a n i u m  i m p l a n t s  w i t h  a  s a n d b l a s t e d  a n d  a c i d - e t c h e d  s u r f a c e :  a  
h i s t o m o r p h o m e t r i c  s t u d y  i n  t h e  c a n i n e  m a n d i b l e .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  
R e s e a r c h ,  1 9 9 8 .  4 0 ( 1 ) :  p .  1 - 1 1 .  
1 3 8 .  C o c h r a n  D . L . ,  N u r n m i k o s k i  P . V . ,  H i g g e n b o t t o m  F . L . ,  H e r m a n n  J . S . ,  M a k i n s  S . R ,  
B u s e r  D . ,  E v a l u a t i o n  o f  a n  e n d o s s e o u s  t i t a n i u m  i m p l a n t  w i t h  a  s a n d b l a s t e d  a n d  a c i d -
e t c h e d  s u r f a c e  i n  t h e  c a n i n e  m a n d i b l e :  r a d i o g r a p h i c .  C l i n i c a l  O r a l  I m p l a n t s  
R e s e a r c h ,  1 9 9 6 .  7 ( 3 ) :  p .  2 4 0 - 2 5 2 .  
1 3 9 .  H e n c h  L . L . ,  P a s c h a l l  H . A . ,  D i r e c t  c h e m i c a l  b o n d  o f b i o a c t i v e  g l a s s - c e r a m i c  m a t e r i a l s  
t o  b o n e  a n d  m u s c l e .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 7 3 . 7 ( 3 ) :  p .  2 5 - 4 2 .  
1 4 0 .  I b n a b d d j a l i l  M . ,  L o h  l . H . ,  C h u  C . C . ,  B l u m e n t h a l  N . ,  A l e x a n d e r  H . ,  T u r n e r  D . ,  E f f e c t  
o f  s u r f a c e  p l a s m a  t r e a t m e n t  o n  t h e  c h e m i c a l ,  p h y s i c a l ,  m o r p h o l o g i c a l ,  a n d  
m e c h a n i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t o t a l l y  a b s o r b a b l e  b o n e  i n t e r n a l  f I X a t i o n  d e v i c e s .  J o u r n a l  o f  
B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 4 .  2 8 ( 3 ) :  p .  2 8 9 - 3 0 1 .  
1 4 1 .  S t u p p  S . l . ,  H a n s o n  J . A . ,  E u r e l l  J . A . ,  C i e g l e r  G . W . ,  J o h n s o n  A . ,  O r g a n o a p a t i t e s :  
m a t e r i a l s  f o r  a r t i f i c i a l  b o n e :  I l l ,  b i o l o g i c a l  t e s t i n g .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  
R e s e a r c h ,  1 9 9 3 . 2 7 ( 3 ) :  p .  3 0 1 - 3 1 1 .  
1 4 2 .  Y u k n a  R A . ,  C a l l a n  D . P . ,  K r a u s e r  J . T . ,  M u l t i - c e n t e r  c l i n i c a l  e v a l u a t i o n  o f  
c o m b i n a t i o n  a n o r g a n i c  b o v i n e - d e r i v e d  h y d r o x y a p a t i t e  m a t r i x  ( A B M ) / c e l l  b i n d i n g  
p e p t i d e  ( P - i 5 )  a s  a  b o n e  r e p l a c e m e n t  g r a f t  m a t e r i a l  i n  h u m a n  p e r i o d o n t a l  o s s e o u s  
d e f e c t s :  6 - m o n t h  r e s u l t s .  J o u r n a l  o f  P e r i o d o n t o l o g y ,  1 9 9 8 . 6 9 ( 6 ) :  p .  6 5 5 - 6 6 3 .  
1 4 3 .  K o r o v e s s i s  P . G . ,  D e l i g i a n n i  D . D . ,  R o l e  o f  s u r f a c e  r o u g h n e s s  o f  t i t a n i u m  v e r s u s  
h y d r o x y a p a t i t e  o n  h u m a n  b o n e  m a r r o w  c e l l s  r e s p o n s e .  J o u r n a l  o f  S p i n a l  D i s o r d e r s  
a n d  T e c h n i q u e s ,  2 0 0 2 . 1 5 ( 2 ) :  p .  1 7 5 - 1 8 3 .  
1 4 4 .  B o y a n  B . D . ,  B a t z e r  R ,  K i e s w e t t e r  K . ,  L i u  Y . ,  C o c h r a n  D . L . ,  S z m u c k l e r - M o n c 1 e r  S . ,  
D e a n  D . D . ,  S c h w a r t z  Z . ,  T i t a n i u m  s u r f a c e  r o u g h n e s s  a l t e r s  r e s p o n s i v e n e s s  o f  M G 6 3  
o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  t o  i a ,  2 5 - ( O H h D 3 .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  
1 9 9 8 . 3 9 :  p .  7 7 - 8 5 .  
1 4 5 .  t e r  B r u g g e  P . J . ,  W o l k e  J . G . C . ,  J a n s e n  J . A . ,  E f f e c t  o f  c a l c i u m  p h o s p h a t e  c o a t i n g  
c r y s t a l l i n i t y  a n d  i m p l a n t  s u r f a c e  r o u g h n e s s  o n  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  r a t  b o n e  m a r r o w  
c e l l s .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  2 0 0 2 .  6 0 :  p .  7 0 - 7 8 .  
1 4 6 .  D e l i g i a n n i  D . D . ,  K a t s a l a  N . ,  L a d a s  S . ,  S o t i r o p o u l o u  D . ,  A m e d e e  1 . ,  M i s s i r l i s  Y . F . ,  
E f f e c t  o f  s u r f a c e  r o u g h n e s s  o f  t h e  t i t a n i u m  a l l o y  T i - 6 A I - 4 V  o n  h u m a n  b o n e  m a r r o w  
c e l l  r e s p o n s e  a n d  o n  p r o t e i n  a d s o r p t i o n .  B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 1 .  2 2 :  p .  1 2 4 1 - 1 2 5 1 .  
1 4 7 .  D e l i g i a n n i  D . D . ,  K a t s a l a  N . D . ,  K o u t s o n k o s  P . G . ,  M i s s i r l i s  Y . F . ,  E f f e c t  o f  s u r f a c e  
r o u g h n e s s  o f  h y d r o x y a p a t i t e  o n  h u m a n  b o n e  m a r r o w  c e l l  a d h e s i o n ,  p r o l i f e r a t i o n ,  
d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  d e t a c h m e n t  s t r e n g t h .  B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0  I .  2 2 (  I ) :  p .  8 7 - 9 6 .  
1 4 8 .  B r u n e t t e  D . M . ,  T h e  e f f e c t s  o f  i m p l a n t  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  o n  t h e  b e h a v i o r  o f  c e l l s .  
I n t e r n a t i o n a l  J o u r n a l  o f  O r a l  a n d  M a x i l l o f a c i a l  I m p l a n t s ,  1 9 8 8 . 3 :  p .  2 3 1 - 2 4 6 .  
1 4 9 .  B r u n e t t e  D . M . ,  B e h a v i o u r  o f  o s t e o b l a s t s  o n  m i c r o m a c h i n e d  s u r f a c e s ,  i n  T h e  B o n e -
B i o m a t e r i a l  I n t e r f a c e ,  D a v i e s  J . E . ,  E d i t o r .  1 9 9 1 ,  U n i v e r s i t y  o f  T o r o n t o  P r e s s :  
T o r o n t o ,  O n t a r i o .  p .  1 7 0 - 1 8 0 .  
2 9 7  
1 5 0 .  B o w e r s  K . T . ,  K e l l e r  J . C . ,  R a n d o l p h  B . A . ,  W i c k  D . G . ,  M i c h a e l s  C . M . ,  O p t i m i s a t i o n  o f  
s u r f a c e  m i c r o m o r p h o l o g y  f o r  e n h a n c e d  o s t e o b l a s t  r e s p o n s e s  i n  v i t r o .  I n t e r n a t i o n a l  
J o u r n a l  o f  O r a l  M a x i l l o f a c i a l  I m p l a n t s ,  1 9 9 2 .  7 ( 3 ) :  p .  3 0 2 - 3 1 0 .  
1 5 1 .  M i c h a e l s  C . M . ,  K e l l e r  J . C . ,  S t a n f o r d  C . M . ,  S o l u r s h  M . ,  I n  v i t r o  c e l l  a t t a c h m e n t  o f  
o s t e o b l a s t i c  l i k e  c e l l s  t o  t i t a n i u m .  J o u r n a l  o f  D e n t a l  R e s e a r c h ,  1 9 8 9 . 6 8 :  p .  2 7 6 - 2 8 1 .  
1 5 2 .  K a s e m o  B . ,  L a u s m a a  J . ,  S u r f a c e  s c i e n c e  a s p e c t s  o n  i n o r g a n i c  b i o m a t e r i a l s .  C R C  
C r i t i c a l  R e v i e w s  i n  B i o c o m p a t i b i l i t y ,  1 9 8 6 . 2 ( 4 ) :  p .  3 3 5 - 3 8 0 .  
1 5 3 .  P i l l i a r  R . M . ,  O v e r v i e w  o f  s u r f a c e  v a r i a b i l i t y  o f  m e t a l l i c  e n d o s s e o u s  d e n t a l  i m p l a n t s :  
t e x t u r e d  a n d  p o r o u s  s u r f a c e - s t r u c t u r e d  d e s i g n s .  I m p l a n t  D e n t i s t r y ,  1 9 9 8 .  7 ( 4 ) :  p .  3 0 5 -
3 1 4 .  
1 5 4 .  C h e h r o u d i  B . ,  M c D o n n e l l  D . ,  B r u n e t t e  D . M . ,  T h e  e f f e c t s  o f  m i c r o  m a c h i n e d  s u r f a c e s  
o n  f o r m a t i o n  o f  b o n e l i k e  t i s s u e  o n  s u b c u t a n e o u s  i m p l a n t s  a s  a s s e s s e d  b y  r a d i o g r a p h y  
a n d  c o m p u t e r  i m a g e  p r o c e s s i n g .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 7 . 3 4 :  
p . 2 7 9 - 2 9 0 .  
1 5 5 .  W i l k i n s o n  C . D . W . ,  C u r t i s  A . S . G . ,  C r o s s a n  J . ,  N a n o f a b r i c a t i o n  i n  c e l l u l a r  
e n g i n e e r i n g .  J o u r n a l  o f  V a c u u m  S c i e n c e  a n d  T e c h n o l o g y  B ,  1 9 9 8 .  1 6 ( 6 ) :  p .  3 1 3 2 -
3 1 3 6 .  
1 5 6 .  B r u n e t t e  D . M . ,  T h e  e f f e c t  o f  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  o n  c e l l  m i g r a t i o n  a n d  a d h e s i o n ,  i n  
S u r f a c e  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  B i o m a t e r i a l s ,  R a t n e r  B . D . ,  E d i t o r .  1 9 8 8 ,  E l s e v i e r  S c i e n c e  
P u b l i s h e r s :  A m s t e r d a m ,  N e t h e r l a n d s .  p .  2 0 3 - 2 1 7 .  
1 5 7 .  O h a r a  P . T . ,  B u c k  R . C . ,  C o n t a c t  g u i d a n c e  i n  v i t r o :  a  l i g h t ,  t r a n s m i s s i o n ,  a n d  s c a n n i n g  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d y .  E x p e r i m e n t a l  C e l l  R e s e a r c h ,  1 9 7 9 .  1 2 1 :  p .  2 3 5 - 2 4 9 .  
1 5 8 .  E b e n d a l  T . ,  T h e  r e l a t i v e  r o l e s  o f  c o n t a c t  i n h i b i t i o n  a n d  c o n t a c t  g u i d a n c e  i n  
o r i e n t a t i o n  o f a x o n s  e x t e n d i n g  o n  a l i g n e d  c o l l a g e n  f i b r i l s  i n  v i t r o .  E x p e r i m e n t a l  C e l l  
R e s e a r c h ,  1 9 7 6 . 9 8 :  p .  1 5 9 - 1 6 9 .  
1 5 9 .  E i s e n b a r t h  E . ,  L i n e z  P . ,  B i e h l  V . ,  V e l t e n  D . ,  B r e m e  J . ,  H i l d e b r a n d  H . F . ,  C e l l  
o r i e n t a t i o n  a n d  c y t o s k e l e t o n  o r g a n i s a t i o n  o n  g r o u n d  t i t a n i u m  s u r f a c e s .  B i o m o l e c u l a r  
E n g i n e e r i n g ,  2 0 0 2 .  1 9 :  p .  2 3 3 - 2 3 7 .  
1 6 0 .  B r u n e t t e  D . M . ,  E f f e c t s  o f  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  o f  i m p l a n t  m a t e r i a l s  o n  c e l l  b e h a v i o r  i n  
v i t r o  a n d  i n  v i v o ,  i n  N a n o f a b r i c a t i o n  a n d  b i o s y s t e m s :  i n t e g r a t i n g  m a t e r i a l s  s c i e n c e ,  
e n g i n e e r i n g ,  a n d  b i o l o g y ,  H o c h  H . C . ,  J e l i n s k i  L . W . ,  C r a i g h e a d  H . G . ,  E d i t o r .  1 9 9 6 ,  
C a m b r i d g e  U n i v e r s i t y  P r e s s :  N e w  Y o r k .  p .  3 3 5 - 3 5 5 .  
1 6 1 .  F o l k r n a n  J . ,  M o s c o n a  A . ,  R o l e  o f  c e l l  s h a p e  i n  g r o w t h  c o n t r o l .  N a t u r e ,  1 9 7 8 .  1 ( 2 7 3 ) :  
p . 3 4 5 - 9 .  
1 6 2 .  C h o u  L . ,  F i r t h  J . D . ,  U i t t o  V . J . ,  B r u n e t t e  D . M . ,  S u b s t r a t u m  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  a l t e r s  
c e l l  s h a p e  a n d  r e g u l a t e s  f i b r o n e c t i n  m R N A  l e v e l ,  m R N A  s t a b i l i t y ,  s e c r e t i o n  a n d  
a s s e m b l y  i n  h u m a n f i b r o b l a s t s .  J o u r n a l  o f  C e l l  S c i e n c e ,  1 9 9 5 . 1 0 8 :  p .  1 5 6 3 - 1 5 7 3 .  
1 6 3 .  W a t t  F . M . ,  J o r d a n  P . W . ,  O ' N e i l l  C . H . ,  C e l l  s h a p e  c o n t r o l s  t e r m i n a l  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  
h u m a n  e p i d e r m a l  k e r a t i n o c y t e s .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  o f  
t h e  U n i t e d  S t a t e s  o f  A m e r i c a ,  1 9 8 8 .  8 5 :  p .  5 5 7 6 - 8 0 .  
1 6 4 .  C h o u  L . ,  F i r t h  J . D . ,  U i t t o  V . J . ,  B r u n e t t e  D . M . ,  E f f e c t s  o f  t i t a n i u m  s u b s t r a t u m  a n d  
g r o o v e d  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  o n  m e t a l l o p r o t e i n a s e - 2  e x p r e s s i o n  i n  h u m a n  f i b r o b l a s t s .  
J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 8 . 3 9 :  p .  4 3 7 - 4 4 5 .  
1 6 5 .  H u n t e r  A . ,  A r c h e r  C . W . ,  W a l k e r  P . S . ,  B l u n n  G . W . ,  A t t a c h m e n t  a n d  p r o l i f e r a t i o n  o f  
o s t e o b l a s t s  a n d  f i b r o b l a s t s  o n  b i o m a t e r i a l s  f o r  o r t h o p a e d i c  u s e .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 5 .  
1 6 :  p .  2 8 7 - 2 9 5 .  
1 6 6 .  M a r t i n  J . Y . ,  S c h w a r t z  Z . ,  H u m m e r t  W . ,  S c h r a u b  D . M . ,  S i m p s o n  J . ,  L a n k f o r d  J r  J . ,  
D e a n  D . D . ,  C o c h r a n  D . L . ,  B o y a n  B . D . ,  E f f e c t  o f  t i t a n i u m  s u r f a c e  r o u g h n e s s  o n  
p r o l i f e r a t i o n ,  d i f f e r e n t i a t i o n ,  a n d  p r o t e i n  s y n t h e s i s  o f  h u m a n  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  
( M G 6 3 ) .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 5 . 2 9 :  p .  3 8 9 - 4 0 1 .  
2 9 8  
1 6 7 .  S t e i n  G . S . ,  L i a n  J . 8 . ,  O w e n  T . A . ,  R e l a t i o n s h i p  o f  c e l l  g r o w t h  t o  t h e  r e g u l a t i o n  o f  
t i s s u e - s p e c i f i c  g e n e  e x p r e s s i o n  d u r i n g  o s t e o b l a s t  d i f f e r e n t i a t i o n .  F A S E B  J ,  1 9 9 0 .  4 :  p .  
3 1 1 1 - 3 1 2 3 .  
1 6 8 .  L i a n  J . B . ,  S t e i n  G . S . ,  C o n c e p t s  o f  o s t e o b l a s t  g r o w t h  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n :  b a s i s  f o r  
m o d u l a t i o n  o f  b o n e  c e l l  d e v e l o p m e n t  a n d  t i s s u e  f o r m a t i o n .  C r i t i c a l  R e v i e w s  i n  O r a l  
B i o l o g y  a n d  M e d i c i n e ,  1 9 9 2 . 3 ( 3 ) :  p .  2 6 9 - 3 0 5 .  
1 6 9 .  L i a n  J . B . ,  S t e i n  G . S . ,  T h e  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  o f  o s t e o b l a s t  g r o w t h  a n d  
d i f f e r e n t i a t i o n  e x h i b i t  s e l e c t i v e  r e s p o n s e s  o f  g e n e s  t o  g r o w t h  f a c t o r s  ( T G F - f J l )  a n d  
h o r m o n e s  ( v i t a m i n  D  a n d  g l u c o c o r t i c o i d s ) .  J o u r n a l  o f O r a l l m p l a n t o l o g y ,  1 9 9 3 .  1 9 :  p .  
9 5 - 1 0 5 .  
1 7 0 .  P a r k e r  J . A . T . C . ,  W a l b o o m e r s  X . F . ,  V o n  d e n  H o f f  J . W . ,  M a l t h a  J . C . ,  J a n s e n  J . A . ,  S o f t -
t i s s u e  r e s p o n s e  t o  s i l i c o n e  a n d  p o l y - L - I a c t i c  a c i d  i m p l a n t s  w i t h  a  p e r i o d i c  o r  r a n d o m  
s u r f a c e  m i c r o p a t t e r n .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  2 0 0 1 .  6 1 :  p .  9 1 - 9 8 .  
1 7 1 .  G o l i j a n i n  G . ,  B e r n a r d  G . ,  T u c k  M . ,  D a v l i n  L . ,  C o m p a r a t i v e  s t u d y  o f  t h e  c a n i n e  
b o n e / i m p l a n t  i n t e r f a c e  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o .  J o u r n a l  o f  D e n t a l  R e s e a r c h ,  1 9 8 9 .  6 8 :  p .  
3 0 7 .  
1 7 2 .  G o l i j a n i n  L . ,  B e r n a r d  G . ,  B i o c o m p a t i b i l i t y  o f  i m p l a n t  m e t a l s  i n  b o n e  t i s s u e  c u l t u r e .  
J o u r n a l  o f  D e n t a l  R e s e a r c h ,  1 9 8 8 . 6 7 :  p .  3 6 7 .  
1 7 3 .  N o w l i n  P . ,  C a r n e s  D . ,  W i n d e l e r  A . ,  B i o c o m p a t i b i l i t y  o f  d e n t a l  i m p l a n t  m a t e r i a l s  
s p u t t e r e d  o n t o  c e l l  c u l t u r e  d i s h e s .  J o u r n a l  o f  D e n t a l  R e s e a r c h ,  1 9 8 9 . 6 8 :  p .  2 7 5 .  
1 7 4 .  A r a i  T . ,  P i l l i a r  M . ,  M e l c h e r  A . H . ,  G r o w t h  o f  b o n e - l i k e  t i s s u e  o n  t i t a n i u m  a n d  t i t a n i u m  
a l l o y  i n  v i t r o .  T r a n s a c t i o n s  o f  t h e  S o c i e t y  o f  B i o m a t e r i a l s  A n n u a l  M e e t i n g ,  
I  9 8 9 ( A b s t r a c t  # 3 ) .  
1 7 5 .  H a m b l e t o n  J . C . ,  S c h w a r t z  Z . ,  W i n d e l e r  S . W . ,  L u n a  M . H . ,  B r o o k s  8 . P . ,  K h a r e  A . G . ,  
D e a n  D . D . ,  B o y a n  B . D . ,  C u l t u r e  s u r f a c e s  c o a t e d  w i t h  v a r i o u s  i m p l a n t  m a t e r i a l s  
a f f e c t  c h o n d r o c y t e  g r o w t h  a n d  m e t a b o l i s m .  J o u r n a l  o f  O r t h o p a e d i c  R e s e a r c h ,  1 9 9 4 .  
1 2 :  p .  5 4 2 - 5 2 .  
1 7 6 .  E v a n s  E . J . ,  B e n j a m i n  M . ,  T h e  e f f e c t  o f  g r i n d i n g  c o n d i t i o n s  o n  t h e  t o x i c i t y  o f  c o b a l t -
c h r o m e - m o l y b d e n u m  p a r t i c l e s  i n  v i t r o .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 8 7 . 8 :  p .  3 7 7 - 8 4 .  
1 7 7 .  M e r r i t t  K . ,  B r o w n  S . A . ,  B i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  c o r r o s i o n  p r o d u c t s  f r o m  m e t a l s ,  i n  
C o r r o s i o n  a n d  d e g r a d a t i o n  o f  i m p l a n t  m a t e r i a l s :  2 n d  S y m p o s i u m  A S T M  S T P  8 5 9 P ,  
F r a k e r  A . C . ,  G r i f f e r  C . D . ,  E d i t o r .  1 9 8 5 ,  A S T M :  P h i l a d e l p h i a .  p .  1 9 5 .  
1 7 8 .  W u  J . M . ,  L i u  J . F . ,  H a y a k a w a  S . ,  T s u r u  K . ,  O s a k a  A . ,  L o w - t e m p e r a t u r e  d e p o s i t i o n  o f  
r u t i l e  f i l m  o n  b i o m a t e r i a l s  s u b s t r a t e s  a n d  i t s  a b i l i t y  t o  i n d u c e  a p a t i t e  d e p o s i t i o n  i n  
v i t r o .  J o u r n a l  o f  M a t e r i a l s  S c i e n c e :  M a t e r i a l s  i n  M e d i c i n e ,  A r t i c l e  i n  P r e s s .  
1 7 9 .  D e x t e r  S . C . ,  I n f l u e n c e  o f  s u b s t r a t u m  c r i t i c a l  s u r f a c e  t e n s i o n  o n  b a c t e r i a l  a d h e s i o n  -
i n  s i t u  s t u d i e s .  J o u r n a l  o f  C o l l o i d  I n t e r f a c e  S c i e n c e ,  1 9 7 9 . 7 0 :  p .  3 4 6 - 3 5 4 .  
1 8 0 .  F e n g  8 . ,  W e n g  J . ,  Y a n g  B . C . ,  Q u  S . X . ,  Z h a n g  X . D . ,  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  s u r f a c e  
o x i d e  f i l m s  o n  t i t a n i u m  a n d  a d h e s i o n  o f  o s t e o b l a s t .  B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 3 .  2 4 :  p .  4 6 6 3 -
4 6 7 0 .  
1 8 1 .  d e  G e n n e s  P . G . ,  W e t t i n g :  s t a t i c s  a n d  d y n a m i c s .  R e v i e w s  o f  M o d e m  P h y s i c s ,  1 9 8 5 .  
5 7 ( 3 ) :  p .  8 2 7 - 8 6 3 .  
1 8 2 .  H o f f m a n  A . S . ,  P r i n c i p l e s  g o v e r n i n g  b i o m o l e c u l e  i n t e r a c t i o n s  a t  f o r e i g n  i n t e r f a c e s .  
J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h  S y m p o s i u m ,  1 9 7 4 . 8 ( 3 ) :  p .  7 7 - 8 3 .  
1 8 3 .  H a l l a b  N . ,  B u n d y  K . ,  O ' C o n n o r  K . ,  M o s e s  R . L . ,  J a c o b s  J . 1 . ,  E v a l u a t i o n  o f  m e t a l l i c  
a n d  p o l y m e r i c  b i o m a t e r i a l  s u r f a c e  e n e r g y  a n d  s u r f a c e  r o u g h n e s s  c h a r a c t e r i s t i c s  f o r  
d i r e c t e d  c e l l  a d h e s i o n .  T i s s u e  E n g i n e e r i n g ,  2 0 0 1 .  7 :  p .  5 5 - 7 1 .  
1 8 4 .  R u a r d y  T . G . ,  S c h a k e n r a a d  J . M . ,  V a n  d e r  M e i  H . C . ,  B u s s c h e r  H . J . ,  A d h e s i o n  a n d  
s p r e a d i n g  o f  h u m a n  s k i n  f i b r o b l a s t s  o n  p h y s i c o c h e m i c a l l y  c h a r a c t e r i z e d  g r a d i e n t  
s u r f a c e s .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 5 . 2 9 :  p .  1 4 1 5 - 1 4 2 3 .  
2 9 9  
1 8 5 .  W e b b  K . ,  H l a d y  V . ,  T r e s c o  P . A . ,  R e l a t i v e  i m p o r t a n c e  o f  s u r f a c e  w e t t a b i l i t y  a n d  
c h a r g e d  f u n c t i o n a l  g r o u p s  o n  N I H 3 T 3  f i b r o b l a s t  a t t a c h m e n t ,  s p r e a d i n g  a n d  
c y t o s k e l e t o n  o r g a n i z a t i o n .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 8 .  4 1 :  p .  
4 2 2 - 4 3 0 .  
1 8 6 .  G r o t h  T . ,  A l t a n k o v  G . ,  S t u d i e s  o n  c e l l - b i o m a t e r i a l  i n t e r a c t i o n :  r o l e  o f  t y r o s i n e  
p h o s p h o r y l a t i o n  d u r i n g  f i b r o b l a s t s  s p r e a d i n g  o n  s u r f a c e s  v a r y i n g  i n  w e t t a b i l i t y .  
B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 5 .  1 7 :  p .  1 2 2 7 - 1 2 3 4 .  
1 8 7 .  S i n h a  R . K . ,  T u a n  R . S . ,  I n  v i t r o  a n a l y s i s  o f  t h e  b o n e - i m p l a n t  i n t e r f a c e .  S e m i n a r s  i n  
A r t h r o p l a s t y ,  1 9 9 6 . 7 ( 1 ) :  p .  4 7 - 5 7 .  
1 8 8 .  S u g i m o t o  Y . ,  E f f e c t  o n  a d h e s i o n  a n d  l o c o m o t i o n  o f  m o u s e  f i b r o b l a s t s  b y  t h e i r  
i n t e r a c t i o n  w i t h  d i f f e r e n t l y  c h a r g e d  s u b s t r a t e s .  E x p e r i m e n t a l  C e l l  R e s e a r c h ,  1 9 7 9 .  
1 3 5 :  p .  3 9 - 4 5 .  
1 8 9 .  M a r o u d a s  N . G . ,  A d h e s i o n  a n d  s p r e a d i n g  o f  c e l l s  o n  c h a r g e d  s u r f a c e s .  J o u r n a l  o f  
T h e o r e t i c a l  B i o l o g y ,  1 9 7 5 . 4 9 :  p .  4 1 7 - 4 2 4 .  
1 9 0 .  S h e l t o n  R . M . ,  D a v i e s  J . B . ,  O s t e o b l a s t  r e a c t i o n s  t o  c h a r g e d  p o l y m e r s  i n  T h e  B o n e -
B i o m a t e r i a l  I n t e r f a c e ,  D a v i e s  J . E . ,  E d i t o r .  1 9 9 1 ,  U n i v e r s i t y  o f  T o r o n t o  P r e s s :  
T o r o n t o .  p .  1 8 1 - 1 9 8 .  
1 9 1 .  D a v i e s  J . E . ,  T h e  i m p o r t a n c e  a n d  m e a s u r e m e n t  o f  s u r f a c e  c h a r g e  s p e c i e s  i n  c e l l  
b e h a v i o u r  a t  t h e  b i o m a t e r i a l  s u r f a c e ,  i n  S u r f a c e  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  B i o m a t e r i a l ,  
R a t n e r  B . D . ,  E d i t o r .  1 9 8 8 ,  E l s e v i e r :  A m s t e r d a m ,  T h e  N e t h e r l a n d s .  p .  2 1 9 - 2 3 4 .  
1 9 2 .  K r u k o w s k i  M . ,  E p p l e y  B . ,  M u s t o e  T . ,  O s d o b y  P . ,  H a r d  a n d  s o f t  c o n n e c t i v e  t i s s u e  
g r o w t h  a n d  r e p a i r  i n  r e s p o n s e  t o  c h a r g e d  s u r f a c e s ,  i n  T h e  B o n e - B i o m a t e r i a l  
I n t e r f a c e ,  D a v i e s  J . E . ,  E d i t o r .  1 9 9 1 ,  U n i v e r s i t y  o f  T o r o n t o  P r e s s :  T o r o n t o .  p .  2 7 5 - 2 8 4 .  
1 9 3 .  D a v i e s  J . E . ,  C a u s t o n  B . ,  B o v e l l  Y . ,  D a v y  K . ,  S t u r t  C . S . ,  T h e  m i g r a t i o n  o f  o s t e o b l a s t s  
o v e r  s u b s t r a t a  o f  d i s c r e t e  s u r f a c e  c h a r g e .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 8 6 .  7 :  p .  2 3 1 - 2 3 4 .  
1 9 4 .  S h e l t o n  R . M . ,  W h y t e  I . M . ,  D a v i e s  J . E . ,  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  p r i m a r y  b o n e  c e l l  
c u l t u r e s  a n d  b i o m a t e r i a l s .  P a r t  4 :  C o l o n i z a t i o n  o f  c h a r g e d  p o l y m e r  s u r f a c e s ,  i n  
B i o m a t e r i a l s  a n d  C l i n i c a l  A p p l i c a t i o n s ,  P i z z o f e r r a t o  A . ,  M a r c h e t t i  P . G . ,  R a v a g l i o l i  
A . ,  L e e  A . 1 . C . ,  E d i t o r .  1 9 8 7 ,  E l s e v i e r :  A m s t e r d a m ,  T h e  N e t h e r l a n d s .  p .  5 9 7 - 6 0 2 .  
1 9 5 .  D a v i e s  J . B . ,  T h e  i m p o r t a n c e  a n d  m e a s u r e m e n t  o f  s u r f a c e  c h a r g e  s p e c i e s  i n  c e l l  
b e h a v i o u r  a t  t h e  b i o m a t e r i a l  i n t e r f a c e .  S u r f a c e  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  B i o m a t e r i a l s ,  
1 9 8 8 :  p .  2 1 9 - 2 3 4 .  
1 9 6 .  L a m p i n  M . ,  W a r o c q u i e r - C l e r o u t  R . ,  L e g r i s  C . ,  D e g r a n g e  M . ,  S i g o t - L u i z a r d  M . F . ,  
C o r r e l a t i o n  b e t w e e n  s u b s t r a t u m  r o u g h n e s s  a n d  w e t t a b i l i t y  c e l l  a d h e s i o n ,  a n d  c e l l  
m i g r a t i o n .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 7 .  3 6 :  p .  9 9 - 1 0 8 .  
1 9 7 .  L i m  Y . J . ,  O s h i d a  Y . ,  A n d r e s  C . 1 . ,  B a r c o  M . T . ,  S u r f a c e  c h a r a c t e r i z a t i o n s  o f  v a r i o u s l y  
t r e a t e d  t i t a n i u m  m a t e r i a l s .  I n t e r n a t i o n a l  J o u r n a l  o f  O r a l  a n d  M a x i l l o f a c i a l  I m p l a n t s ,  
2 0 0 1 .  1 6 ( 3 ) :  p .  3 3 3 - 3 4 2 .  
1 9 8 .  B i c o  J . ,  T h i e l e  U . ,  Q u e r e  D . ,  W e t t i n g  o f  t e x t u r e d  s u r f a c e s .  C o l l o i d s  a n d  S u r f a c e s  A :  
P h y s i c o c h e m i c a l  a n d  E n g i n e e r i n g  A s p e c t s ,  2 0 0 2 .  2 0 6 :  p .  4 1 - 4 6 .  
1 9 9 .  B i c o  J . ,  T o r d e u x  C . ,  Q u e r e  D . ,  R o u g h  w e t t i n g .  E u r o p h y s i c s  L e t t e r s ,  2 0 0 1 .  5 5 :  p .  2 1 4 -
2 2 0 .  
2 0 0 .  v o n  R e c u m  A . F . ,  V a n  K o o t e n  T . G . ,  T h e  i n f l u e n c e  o f  m i c r o - t o p o g r a p h y  o n  c e l l u l a r  
r e s p o n s e  a n d  t h e  i m p l i c a t i o n s  f o r  s i l i c o n e  i m p l a n t s .  J o u r n a l  o f  B i o m a t e r i a l s  S c i e n c e :  
P o l y m e r  E d i t i o n ,  1 9 9 5 . 7 ( 2 ) :  p .  1 8 1 - 1 9 8 .  
2 0 1 .  H a r r i s o n  R . G . ,  T h e  c u l t i v a t i o n  o f  t i s s u e s  i n  e x t r a n e o u s  m e d i a  a s  a  m e t h o d  o f  
m o r p h o g e n e t i c  s t u d y .  A n a t o m i c a l  R e c o r d ,  1 9 1 2 .  6 :  p .  1 8 1 - 9 3 .  
2 0 2 .  W e i s s  P . ,  E x p e r i m e n t s  o n  c e l l  a x o n  o r i e n t a t i o n  i n  v i t r o :  t h e  r o l e  o f  c o l l o i d a l  e x u d a t e s  
i n  t i s s u e  o r g a n i z a t i o n .  J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  Z o o l o g y ,  1 9 4 5 .  1 0 0 :  p .  3 5 3 - 3 8 6 .  
3 0 0  
2 0 3 .  R o v e n s k y  Y . A . ,  S l a v n a j a  I . L . ,  V a s i l i e v  J . M . ,  B e h a v i o u r  o f  f i b r o b l a s t - l i k e  c e l l s  o n  
g r o o v e d  s u r f a c e s .  E x p e r i m e n t a l  C e l l  R e s e a r c h ,  1 9 7 1 .  6 5 :  p .  1 9 3 - 2 0 1 .  
2 0 4 .  M a r o u d a s  N . G . ,  A n c h o r a g e  d e p e n d e n c e :  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  a m o u n t  o f  g r o w t h  a n d  
d i a m e t e r  o f  b e a d ,  f o r  s i n g l e  c e l l s  g r o w n  o n  i n d i v i d u a l  g l a s s  b e a d s .  E x p e r i m e n t a l  C e l l  
R e s e a r c h ,  1 9 7 2 . 7 4 :  p .  3 3 7 - 3 4 2 .  
2 0 5 .  M e y l e  J . ,  W o l b u r g  H . ,  v o n  R e c u m  A . F . ,  S u r f a c e  m i c r o m o r p h o l o g y  a n d  c e l l u l a r  
i n t e r a c t i o n s .  J o u r n a l  o f  B i o m a t e r i a l s  A p p l i c a t i o n s ,  1 9 9 3 . 7 :  p .  3 6 2 - 3 7 4 .  
2 0 6 .  M a c D o n a l d  D . E . ,  M a r k o v i c  B . ,  A l l e n  M . ,  S o m a s u n d a r a n  P . ,  B o s k e y  A . L . ,  S u r f a c e  
a n a l y s i s  o f  h u m a n  p l a s m a  f i b r o n e c t i n  a d s o r b e d  t o  c o m m e r c i a l l y  p u r e  t i t a n i u m  
m a t e r i a l s .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 8 . 4 1 :  p .  1 2 0 - 1 3 0 .  
2 0 7 .  P o n s o n n e t  L . ,  R e y b i e r  K . ,  J a f f r e z i c  N . ,  C o m t e  V . ,  L a g n e a u  C . ,  L i s s a c  M . ,  M a r t e l e t  C . ,  
R e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  s u r f a c e  p r o p e r t i e s  ( r o u g h n e s s ,  w e t t a b i l i t y )  o f  t i t a n i u m  a n d  
t i t a n i u m  a l l o y s  a n d  c e l l  b e h a v i o u r .  M a t e r i a l s  S c i e n c e  a n d  E n g i n e e r i n g :  C ,  2 0 0 3 .  
2 3 ( 4 ) :  p .  5 5 1 - 5 6 0 .  
2 0 8 .  L i n c k s  J . ,  B o y a n  B . D . ,  B l a n c h a r d  C . R . ,  L o h m a n n  C . H . ,  L i u  Y . ,  C o c h r a n  D . L . ,  D e a n  
D . D . ,  S c h w a r t z  Z . ,  R e s p o n s e  o f  M G 6 3  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  t o  t i t a n i u m  a n d  t i t a n i u m  
a l l o y  i s  d e p e n d e n t  o n  s u r f a c e  r o u g h n e s s  a n d  c o m p o s i t i o n .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 8 .  1 9 :  p .  
2 2 1 9 - 2 2 3 2 .  
2 0 9 .  P u l e o  D . A . ,  H o l l e r a n  L . A . ,  D o r e m u s  R . H . ,  B i z i o s  R . ,  O s t e o b l a s t  r e s p o n s e s  t o  
o r t h o p e d i c  i m p l a n t  m a t e r i a l s  i n  v i t r o .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  
1 9 9 1 .  2 5 :  p .  7 1 1 - 7 2 3 .  
2 1 0 .  S i n h a  R . K . ,  M o r r i s  F . ,  S h a h  S . A . ,  T u a n  R . S . ,  S u r f a c e  c o m p o s i t i o n  o f  o r t h o p a e d i c  
i m p l a n t  m e t a l s  r e g u l a t e s  c e l l  a t t a c h m e n t ,  s p r e a d i n g ,  a n d  c y t o s k e l e t a l  o r g a n i z a t i o n  o f  
p r i m a r y  h u m a n  o s t e o b l a s t s  i n  v i t r o .  C l i n i c a l  O r t h o p a e d i c s  &  R e l a t e d  R e s e a r c h ,  1 9 9 4 .  
3 0 5 :  p .  2 5 8 - 2 7 2 .  
2 1 1 .  W i n d e l e r  A . S . ,  B o n e w a l d  L . F . ,  K h a r e  A . G . ,  B o y a n  B . D . ,  M u n d y  G . R . ,  T h e  i n f l u e n c e  
o f  s p u t t e r e d  b o n e  s u b s t i t u t e s  o n  c e l l  g r o w t h  a n d  p h e n o t y p i c  e x p r e s s i o n ,  i n  T h e  B o n e -
B i o m a t e r i a l  I n t e r f a c e ,  D .  J . E . ,  E d i t o r .  1 9 9 1 ,  T o r o n t o  P r e s s :  T o r o n t o .  p .  2 0 5 - 2 1 3 .  
2 1 2 .  G r o n o w i c a  G . ,  M c C a r t h y  M . B . ,  R e s p o n s e  o f  h u m a n  o s t e o b l a s t s  t o  i m p l a n t  m a t e r i a l s :  
I n t e g r i n - m e d i a t e d  a d h e s i o n .  J o u r n a l  o f  O r t h o p a e d i c  R e s e a r c h ,  1 9 9 6 .  1 4 :  p .  8 7 8 - 8 8 7 .  
2 1 3 .  S c h w a r t z  Z . ,  A m i r  D . ,  B o y a n  B . D . ,  C o c h a v y  D . ,  M u l l e r - M a i  C . ,  S w a i n  L . D . ,  G r o s s  
U . ,  S e l a  J . ,  E f f e c t  o f  g l a s s  c e r a m i c  a n d  t i t a n i u m  i m p l a n t s  o n  p r i m a r y  c a l c i f i c a t i o n  
d u r i n g  r a t  t i b i a l  b o n e  h e a l i n g .  C a l c i f i e d  T i s s u e  I n t e r n a t i o n a l ,  1 9 9 1 .  4 9 :  p .  3 5 9 - 3 6 4 .  
2 1 4 .  S e l a  J . ,  S h a n i  1 . ,  K o h a v i  D . ,  S o s k o l n e  W . A . ,  I t z h a k  K . ,  B o y a n  B . D . ,  S c h w a r t z  Z . ,  
U p t a k e  a n d  b i o d i s t r i b u t i o n  o f  9 9 m
t e c
h n e t i u m  m e t h y l e n e - t
2
P ] d i p h o s p h o n a t e  d u r i n g  
e n d o s t e a l  h e a l i n g  a r o u n d  t i t a n i u m ,  s t a i n l e s s  s t e e l  a n d  h y d r o x y a p a t i t e  i m p l a n t s  i n  r a t  
t i b i a l  b o n e .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 5 . 1 6 :  p .  1 3 7 3 - 1 3 8 0 .  
2 1 5 .  B r a u n  G . ,  K o h a v i  D . ,  A m i r  D . ,  L u n a  M . H . ,  C a l o s s  R . ,  S e l a  1 . ,  D e a n  D . D . ,  B o y a n  
B . D . ,  S c h w a r t z  Z . ,  M a r k e r s  o f  p r i m a r y  m i n e r a l i z a t i o n  a r e  c o r r e l a t e d  w i t h  b o n e -
b o n d i n g  a b i l i t y  o f  t i t a n i u m  o r  s t a i n l e s s  s t e e l  i n  v i v o .  C l i n i c a l  O r a l  I m p l a n t s  R e s e a r c h ,  
1 9 9 5 . 6 :  p .  1 - 1 3 .  
2 1 6 .  D e a n  J . W . ,  C u l b e r t s o n  K . C . ,  D ' A n g e l o  A . M . ,  F i b r o n e c t i n  a n d  l a m i n i n  e n h a n c e  
g i n g i v a l  c e l l  a t t a c h m e n t  t o  d e n t a l  i m p l a n t  s u r f a c e s  i n  v i t r o .  I n t e r n a t i o n a l  J o u r n a l  o f  
O r a l  a n d  M a x i l l o f a c i a l  I m p l a n t s ,  1 9 9 5 .  1 0 :  p .  7 2 1 - 7 2 8 .  
2 1 7 .  S c h n e i d e r  G . ,  B u r r i d g e  K . ,  F o r m a t i o n  o f f o c a l  a d h e s i o n s  b y  o s t e o b l a s t s  a d h e r i n g  t o  
d i f f e r e n t  s u b s t r a t a .  E x p e r i m e n t a l  C e l l  R e s e a r c h ,  1 9 9 4 . 2 1 4 :  p .  2 6 4 - 2 6 9 .  
2 1 8 .  W i e l a n d  M . ,  T e x t o r  M . ,  C h e h r o u d i  B . ,  B r u n e t t e  D . M . ,  S y n e r g i s t i c  i n t e r a c t i o n  o f  
t o p o g r a p h i c  f e a t u r e s  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  b o n e - l i k e  n o d u l e s  o n  T i  s u r f a c e s  b y  r a t  
o s t e o b l a s t s .  B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 5 .  2 6 :  p .  1 1 1 9 - 1 1 3 0 .  
3 0 1  
2 1 9 .  D i e n e r  A . ,  N e b e  B . ,  L u t h e n  F . ,  B e c k e r  P . ,  B e c k  U . ,  N e u m a n n  H . G . ,  R y c h l y  1 . ,  
C o n t r o l  o f f o c a l  a d h e s i o n  d y n a m i c s  b y  m a t e r i a l  s u r f a c e  c h a r a c t e r i s t i c s .  B i o m a t e r i a l s ,  
2 0 0 5 .  2 6 :  p .  3 8 3 - 3 9 2 .  
2 2 0 .  C h e n  C . S . ,  M r k s i c h  M . ,  H u a n g  S . ,  W h i t e s i d e s  G . M . ,  I n g b e r  D . E . ,  G e o m e t r i c  c o n t r o l  
o f  c e l l  l i f e  a n d  d e a t h .  S c i e n c e ,  1 9 9 7 . 2 7 6 ( 5 3 1 7 ) :  p .  1 4 2 5 - 1 4 2 8 .  
2 2 1 .  D o r n k e  J . ,  D a n n o h l l  S . ,  P a r a k  W . J . ,  M u l l e r  0 . ,  A i c h e r  W . K . ,  R a d m a c h e r  M . ,  
S u b s t r a t e  d e p e n d e n t  d i f f e r e n c e s  i n  m o r p h o l o g y  a n d  e l a s t i c i t y  o f  l i v i n g  o s t e o b l a s t s  
i n v e s t i g a t e d  b y  a t o m i c  f o r c e  m i c r o s c o p y .  C o l l o i d s  a n d  S u r f a c e s  B :  B i o i n t e r f a c e s ,  
2 0 0 0 .  1 9 ( 4 ) :  p .  3 6 7  - 3 7 9 .  
2 2 2 .  E i s e n b a r t h  E . ,  M e y l e  J . ,  N a c h t i g a l l  W . ,  B r e m e  J . ,  I n f l u e n c e  o f  t h e  s u r f a c e  s t r u c t u r e  o f  
t i t a n i u m  m a t e r i a l s  o n  t h e  a d h e s i o n  o f  j i b r o b l a s t s .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 6 .  1 7 ( 1 4 ) :  p .  
1 3 9 9 - 1 4 0 3 .  
2 2 3 .  K i m  M . J . ,  K i m  C . W . ,  L i m  Y . J . ,  H e o  S . J . ,  M i c r o r o u g h  t i t a n i u m  s u r f a c e  a f f e c t s  
b i o l o g i c  r e s p o n s e  i n  M G 6 3  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  
R e s e a r c h ,  2 0 0 6 .  7 9 A :  p .  1 0 2 3 - 1 0 3 2 .  
2 2 4 .  L i n e z - B a t a i l l o n  P . ,  M o n c h a u  F . ,  B i g e r e l l e  M . ,  H i l d e b r a n d  H . F . ,  I n  v i t r o  M C 3 T 3  
o s t e o b l a s t  a d h e s i o n  w i t h  r e s p e c t  t o  s u r f a c e  r o u g h n e s s  o f  T i 6 A 1 4 V .  B i o m o l e c u l a r  
E n g i n e e r i n g ,  2 0 0 2 .  1 9 :  p .  1 3 3 - 1 4 1 .  
2 2 5 .  B o r s a r i  V . ,  G i a v a r e s i  G . ,  F i n i  M . ,  T o r r i c e l l i  P . ,  T s c h o n  M . ,  C h i e s a  R . ,  C h i u s o l i  L . ,  
S a l i t o  A . ,  V o l p e r t  A . ,  G i a r d i n o  R . ,  C o m p a r a t i v e  i n  v i t r o  s t u d y  o n  a  u l t r a - h i g h  
r o u g h n e s s  a n d  d e n s e  t i t a n i u m  c o a t i n g .  B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 5 .  2 6 :  p .  4 9 4 8 - 4 9 5 5 .  
2 2 6 .  K i m  H . J . ,  K . S . H . ,  K i m  M . S . ,  L e e  E . J . ,  O h  H . G . ,  O h  W . M . ,  P a r k  S . W . ,  K i m  W J . ,  L e e  
G . J . ,  C h o i  N . G . ,  K o h  J . T . ,  D i n h  D . B . ,  H a r d i n  R . R . ,  J o h n s o n  K . ,  S y l v i a  V . L . ,  S c h m i t z  
J . P . ,  D e a n  D . D . ,  V a r y i n g  T i - 6 A I - 4 V  s u r f a c e  r o u g h n e s s  i n d u c e s  d i f f e r e n t  e a r l y  
m o r p h o l o g i c  a n d  m o l e c u l a r  r e s p o n s e s  i n  M G 6 3  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s .  J o u r n a l  o f  
B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  2 0 0 5 .  7 4 A ( 3 6 6 - 3 7 3 ) .  
2 2 7 .  S c h w a r t z  Z . ,  M a r t i n  J . y ' ,  D e a n  D . D . ,  S i m p s o n  J . ,  C o c h r a n  D . L . ,  B o y a n  B . D . ,  E f f e c t  
o f  t i t a n i u m  s u r f a c e  r o u g h n e s s  o n  c h o n d r o c y t e  p r o l i f e r a t i o n ,  m a t r i x  p r o d u c t i o n ,  a n d  
d i f f e r e n t i a t i o n  d e p e n d s  o n  t h e  s t a t e  o f  c e l l  m a t u r a t i o n .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  
M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 6 . 3 0 :  p .  1 4 5 - 1 5 5 .  
2 2 8 .  A l b r e k t s s o n  T . ,  B r a n e m a r k  P . l . ,  H a n s s o n  H . A . ,  L i n d s t r o m  J . ,  O s s e o i n t e g r a t e d  
t i t a n i u m  i m p l a n t s .  A c t a  O r t h o p a e d i c a  S c a n d i n a v i c a ,  1 9 8 1 .  5 2 :  p .  1 5 5 - 1 7 0 .  
2 2 9 .  L i n d e r  L . ,  A l b r e k t s s o n  T . ,  B r a n e m a r k  P . l . ,  H a n s s o n  H . A . ,  I v a r s s o n  B . ,  J o n s s o n  U . ,  
L u n d s t r o m  I . ,  E l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  a n a l y s i s  o f  t h e  b o n e - t i t a n i u m  i n t e r f a c e .  A c t a  
O r t h o p a e d i c a  S c a n d i n a v i c a  1 9 8 3 .  5 4 :  p .  4 5 - 5 2 .  
2 3 0 .  L i n d e r  L . ,  C a r l s s o n  A . ,  M a r s a l  L . ,  B j u r s t e n  L . M . ,  B r a n e m a r k  P . l . ,  C l i n i c a l  a s p e c t s  o f  
o s s e o i n t e g r a t i o n  i n  j o i n t  r e p l a c e m e n t :  a  h i s t o l o g i c a l  s t u d y  o f  t i t a n i u m  i m p l a n t s .  
J o u r n a l  o f  B o n e  a n d  J o i n t  S u r g e r y ,  1 9 8 8 .  7 0 B :  p .  5 5 0 - 5 5 5 .  
2 3 1 .  T h o m a s  K . A . ,  C o o k  S . D . ,  A n  e v a l u a t i o n  o f  v a r i a b l e s  i n f l u e n c i n g  i m p l a n t  f I X a t i o n  b y  
d i r e c t  b o n e  a p p o s i t i o n .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 8 5 .  1 9 :  p .  8 7 5 -
9 0 1 .  
2 3 2 .  A l b r e k t s s o n  T . ,  H a n s s o n  H . A . ,  A n  u l t r a s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  i n t e r f a c e  
b e t w e e n  b o n e  a n d  s p u t t e r e d  t i t a n i u m  o r  s t a i n l e s s  s t e e l  s u r f a c e s .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 8 6 .  
7 :  p .  2 0 1 - 2 0 5 .  
2 3 3 .  C h e h r o u d i  B . ,  G o u l d  T . R . L . ,  B r u n e t t e  D . M . ,  E f f e c t s  o f  a  g r o o v e d  t i t a n i u m - c o a t e d  
i m p l a n t  s u r f a c e  o n  e p i t h e l i a l  c e l l  b e h a v i o u r  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o .  J o u r n a l  o f  
B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 8 9 . 2 3 :  p .  1 0 6 7 - 1 0 8 5 .  
2 3 4 .  H a d d a d  R . J . ,  C o o k  S . D . ,  T h o m a s  K . A . ,  B i o l o g i c a l f l X a t i o n  o f  p o r o u s  c o a t e d  i m p l a n t s .  
J o u r n a l  o f  B o n e  a n d  J o i n t  S u r g e r y ,  1 9 8 7 .  6 9 A :  p .  1 4 5 9 - 1 4 6 6 .  
3 0 2  
2 3 5 .  I n o u e  T . ,  C o x  J . E . ,  P i l I i a r  R . M . ,  M e l c h e r  A . H . ,  E f f e c t  o f  t h e  s u r f a c e  g e o m e t r y  o f  
s m o o t h  a n d  p o r o u s - c o a t e d  t i t a n i u m  a l l o y  o n  t h e  o r i e n t a t i o n  o f  f i b r o b l a s t s  i n  v i t r o .  
J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 8 7 . 2 1 :  p .  1 0 7 - 1 2 6 .  
2 3 6 .  R i c c i  J . L . ,  S p i v a k  J . M . ,  B l u m e n t h a l  N  . c . ,  A l e x a n d e r  H . ,  M o d u l a t i o n  o f  b o n e  i n g r o w t h  
b y  s u r f a c e  c h e m i s t r y  a n d  r o u g h n e s s ,  i n  T h e  B o n e - B i o m a t e r i a l  I n t e r f a c e ,  D a v i e s  J . E . ,  
E d i t o r .  1 9 9 1 ,  U n i v e r s i t y  o f  T o r o n t o  P r e s s :  T o r o n t o .  p .  3 3 4 - 3 4 9 .  
2 3 7 .  S z m u k l e r - M o n c l e r  S . ,  P e r r i n  D . ,  A h o s s i  V . ,  M a g n i n  G . ,  B e r n a r d  J .  P . ,  B i o l o g i c a l  
p r o p e r t i e s  o f  a c i d  e t c h e d  t i t a n i u m  i m p l a n t s :  E f f e c t  o f  s a n d b l a s t i n g  o n  b o n e  
a n c h o r a g e .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  2 0 0 4 .  6 8 8 ( 2 ) :  p .  1 4 9  - 1 5 9 .  
2 3 8 .  J a y a r a m a n  M . ,  M e y e r  U . ,  B u h n e r  M . ,  J o o s  U . ,  W i e s m a n  H . P . ,  I n f l u e n c e  o f  t i t a n i u m  
s u r f a c e s  o n  a t t a c h m e n t  o f  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  i n  v i t r o .  B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 4 .  2 5 ( 4 ) :  p .  
6 2 5 - 6 3 1 .  
2 3 9 .  A n s e l m e  K . ,  B i g e r e l l e  M . ,  N o e l  B . ,  D u f r e s n e  E . ,  J u d a s  D . ,  l o s t  A . ,  H a r d o u i n  P . ,  
Q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  s t u d y  o f  h u m a n  o s t e o b l a s t  a d h e s i o n  o n  m a t e r i a l s  w i t h  
v a r i o u s  s u r f a c e  r o u g h n e s s .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  2 0 0 0 .  4 9 :  p .  
1 5 5 - 1 6 6 .  
2 4 0 .  B r u n e t t e  D . M . ,  F i b r o b l a s t s  o n  m i c r o m a c h i n e d  s u b s t r a t a  o r i e n t  h i e r a r c h i c a l l y  t o  
g r o o v e s  o f  d i f f e r e n t  d i m e n s i o n s .  E x p e r i m e n t a l  C e l l  R e s e a r c h ,  1 9 8 6 .  1 6 4 :  p .  1 1 - 2 6 .  
2 4 1 .  B r u n e t t e  D . M . ,  S p r e a d i n g  a n d  o r i e n t a t i o n  o f  e p i t h e l i a l  c e l l s  o n  g r o o v e d  s u b s t r a t a .  
E x p e r i m e n t a l  C e l l  R e s e a r c h ,  1 9 8 6 .  1 6 7 :  p .  2 0 3 - 2 1 7 .  
2 4 2 .  O a k l e y  C . ,  B r u n e t t e  D . M . ,  T h e  s e q u e n c e  o f  a l i g n m e n t  o f  m i c r o t u b u l e ,  f o c a l  c o n t a c t  
a n d  a c t i n  f i l a m e n t s  i n  f i b r o b l a s t  s p r e a d i n g  o n  s m o o t h  a n d  g r o o v e d  t i t a n i u m  s u b s t r a t a .  
J o u r n a l  o f  C e l l  S c i e n c e ,  1 9 9 3 .  1 0 6 :  p .  3 4 3 - 3 5 4 .  
2 4 3 .  D u n n  G . A . ,  B r o w n  A . F . ,  A l i g n m e n t  o f f i b r o b l a s t s  o n  g r o o v e d  s u r f a c e s  d e s c r i b e d  b y  a  
s i m p l e  g e o m e t r i c  t r a n s f o r m a t i o n .  J o u r n a l  o f  C e l l  S c i e n c e ,  1 9 8 6 .  8 3 :  p .  3 1 3 - 3 4 0 .  
2 4 4 .  A n s e l m e  K . ,  B i g e r e l l e  M . ,  N o e l  B . ,  l o s t  A . ,  H a r d o u i n  P . ,  E f f e c t  o f  g r o o v e d  t i t a n i u m  
s u b s t r a t u m  o n  h u m a n  o s t e o b l a s t i c  c e l l  g r o w t h .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  
R e s e a r c h ,  2 0 0 2 .  6 0 :  p .  5 2 9 - 5 4 0 .  
2 4 5 .  C h e h r o u d i  B . ,  R a t k a y  J . ,  B r u n e t t e  D . M . ,  T h e  r o l e  o f  i m p l a n t  s u r f a c e  g e o m e t r y  o n  
m i n e r a l i z a t i o n  i n  v i v o  a n d  i n  v i t r o ;  a  t r a n s m i s s i o n  a n d  s c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  
s t u d y .  C e l l s  a n d  M a t e r i a l s ,  1 9 9 2 .  2 ( 2 ) :  p .  8 9 - 1 0 4 .  
2 4 6 .  S o b o y e j o  W . O . ,  N e m e t s k i  B . ,  A l l a m e h  S . ,  M a r c a n t o n i o  N . ,  M e r c e r  C . ,  R i c c i  J . ,  
I n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  M C 3 T 3 - E l  c e l l s  a n d  t e x t u r e d  T i 6 A 1 4 V  s u r f a c e s .  J o u r n a l  o f  
B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  2 0 0 2 .  6 2 ( 1 ) :  p .  5 6  - 7 2 .  
2 4 7 .  Z i n g e r  0 . ,  Z h a o  G . ,  S c h w a r t z  Z . ,  S i m p s o n  J . ,  W i e l a n d  M . ,  L a n d o l t  D . ,  B o y a n  B . ,  
D i f f e r e n t i a l  r e g u l a t i o n  o f  o s t e o b l a s t s  b y  s u b s t r a t e  m i c r o s t r u c t u r a l  f e a t u r e s .  
B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 5 .  2 6 :  p .  1 8 3 7 - 1 8 4 7 .  
2 4 8 .  Z h a o  G . ,  Z i n g e r  0 . ,  S c h w a r t z  Z . ,  W i e l a n d  M . ,  L a n d o l t  D . ,  B o y a n  B . D . ,  O s t e o b l a s t -
l i k e  c e l l s  a r e  s e n s i t i v e  t o  s u b m i c r o n - s c a l e  s u r f a c e  s t r u c t u r e .  C l i n i c a l  O r a l  I m p l a n t  
R e s e a r c h ,  2 0 0 6 . 1 7 :  p .  2 5 8 - 2 6 4 .  
2 4 9 .  L a n d o l t  D . ,  C h a u v y  P . F . ,  Z i n g e r  0 . ,  E l e c t r o c h e m i c a l  m i c r o m a c h i n i n g ,  p o l i s h i n g  
s u r f a c e s  s t r u c t u r i n g  o f  m e t a l s :  f u n d a m e n t a l  a s p e c t s  a n d  n e w  d e v e l o p m e n t s .  
E l e c t r o c h i r n i c a  A c t a ,  2 0 0 3 .  4 8 :  p .  3 1 8 5 - 2 0 1 .  
2 5 0 .  C a p p e l l e t t i  G . ,  B i a n c h i  C . L . ,  A r d i z z o n e  S . ,  X P S  s t u d y  o f  t h e  s u r f a c t a n t  f i l m  a d s o r b e d  
o n t o  g r o w i n g  t i t a n i a  n a n o p a r t i c / e s .  A p p l i e d  S u r f a c e  S c i e n c e ,  2 0 0 6 .  2 5 3 :  p .  5 1 9 - 5 2 4 .  
2 5 1 .  F e n g  B . ,  C h e n  J . Y . ,  Q i  S . K . ,  H e  L . ,  Z h a o  J . z . ,  Z h a n g  X . D . ,  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  
s u r f a c e  o x i d e  f i l m s  o n  t i t a n i u m  a n d  b i o a c t i v i t y .  J o u r n a l  o f  M a t e r i a l s  S c i e n c e :  
M a t e r i a l s  i n  M e d i c i n e ,  2 0 0 2 .  1 3 :  p .  4 5 7 - 4 6 4 .  
2 5 2 .  L a r s s o n  C . ,  T h o m s e n  P . ,  A r o n s s o n  B . O . ,  R o d a h l  M . ,  L a u s m a a  J . ,  K a s e m o  B . ,  E r i c s o n  
L . E . ,  B o n e  r e s p o n s e  t o  s u r f a c e - m o d i f i e d  t i t a n i u m  i m p l a n t s :  s t u d i e s  o n  t h e  e a r l y  t i s s u e  
3 0 3  
r e s p o n s e  t o  m a c h i n e d  a n d  e l e c t r o p o l i s h e d  i m p l a n t s  w i t h  d i f f e r e n t  o x i d e  t h i c k n e s s .  
B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 6 .  1 7 :  p .  6 0 5 - 6 1 6 .  
2 5 3 .  L a r s s o n  C . ,  E m a n u e l s s o n  L . ,  T h o m s e n  P . ,  E r i c s o n  L . E . ,  A r o n s s o n  B . O . ,  R o d a h l  M . ,  
K a s e m o  B . ,  L a u s m a a  J . ,  B o n e  r e s p o n s e  t o  s u r f a c e - m o d i f i e d  t i t a n i u m  i m p l a n t s '  s t u d i e s  
o n  t h e  t i s s u e  r e s p o n s e  a f t e r  o n e  y e a r  t o  m a c h i n e d  a n d  e l e c t r o p o l i s h e d  i m p l a n t s  w i t h  
d i f f e r e n t  o x i d e  t h i c k n e s s e s .  J o u r n a l  o f  M a t e r i a l s  S c i e n c e :  M a t e r i a l s  i n  M e d i c i n e ,  1 9 9 7 .  
8 :  p .  7 2 1 - 7 2 9 .  
2 5 4 .  S u i  Y . T . ,  J o h a n s s o n  C . B . ,  J e o n g  Y . ,  W e n n e r b e r g  A . ,  A l b r e k t s s o n  T . ,  R e s o n a n c e  
f r e q u e n c y  a n d  r e m o v a l  t o r q u e  a n a l y s i s  o f  i m p l a n t s  w i t h  t u r n e d  a n d  a n o d i z e d  s u r f a c e  
o x i d e s .  C l i n i c a l  O r a l  I m p l a n t s  R e s e a r c h ,  2 0 0 2 .  1 3 :  p .  2 5 2 - 2 5 9 .  
2 5 5 .  W i n d e r l e r  A . S . ,  H e s t i l o w  K . L . ,  T h e  p r e p a r a t i o n  o f  u l t r a t h i n  j i l m s  f o r  u s e  a s  c e l l  
c u l t u r e  s u b s t r a t e s .  J o u r n a l  o f  T i s s u e  C u l t u r e  M e t h o d s ,  1 9 9 4 .  1 6 :  p .  1 7 3 - 1 7 5 .  
2 5 6 .  L i  L . H . ,  K o n g  Y . M . ,  K i m  H . W . ,  K i m  Y . W . ,  K i m  H . E . ,  H e o  S J . ,  K o a k  J . Y . ,  I m p r o v e d  
b i o l o g i c a l  p e r f o r m a n c e  o f  T i  i m p l a n t s  d u e  t o  s u r f a c e  m o d i f i c a t i o n  b y  m i c r o - a r c  
o x i d a t i o n .  B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 4 .  2 5 ( 1 4 ) :  p .  2 8 6 7 - 2 8 7 5 .  
2 5 7 .  H e a l y  K . E . ,  D u c h e y n e  P . ,  H y d r a t i o n  a n d  p r e f e r e n t i a l  m o l e c u l a r  a d s o r p t i o n  o n  
t i t a n i u m  i n  v i t r o .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 2 .  1 3 ( 8 ) :  p .  5 5 3 - 5 6 1 .  
2 5 8 .  L a r s s o n  C . ,  T h o m s e n  P . ,  L a u s m a a  J . ,  R o d a h l  M . ,  K a s e m o  B . ,  E r i c s o n  L . E . ,  B o n e  
r e s p o n s e  t o  s u r f a c e  m o d i f i e d  t i t a n i u m  i m p l a n t s :  s t u d i e s  o n  e l e c t r o p o l i s h e d  i m p l a n t s  
w i t h  d i f f e r e n t  o x i d e  t h i c k n e s s  a n d  m o r p h o l o g y .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 4 .  1 5 ( 1 3 ) :  p .  1 0 6 2 -
1 0 7 4 .  
2 5 9 .  D e g a s n e  1 . ,  B a s l e  M . F . ,  D e m a i s  V . ,  H u r e  G . ,  L e s o u r d  M . ,  G r o l l e a u  B . ,  M e r c i e r  L . ,  
C h a p p a r d  D . ,  E f f e c t s  o f  r o u g h n e s s ,  j i b r o n e c t i n  a n d  v i t r o n e c t i n  o n  a t t a c h m e n t ,  
s p r e a d i n g ,  a n d  p r o l i f e r a t i o n  o f  h u m a n  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  ( S a o s - 2 )  o n  t i t a n i u m  
s u r f a c e s .  C a l c i f i e d  T i s s u e  I n t e r n a t i o n a l ,  1 9 9 9 . 6 4 :  p .  4 9 9 - 5 0 7 .  
2 6 0 .  Z h u  x . ,  C h e n  J . ,  S c h e i d e l e r  L . ,  R e i c h l  R . ,  G e i s - G e r s t o r f e r  J . ,  E f f e c t s  o f  t o p o g r a p h y  
a n d  c o m p o s i t i o n  o f  t i t a n i u m  s u r f a c e  o x i d e s  o n  o s t e o b l a s t  r e s p o n s e s .  B i o m a t e r i a l s ,  
2 0 0 4 .  2 5 ( 1 8 ) :  p .  4 0 8 7 - 4 1 0 3 .  
2 6 1 .  K a s u g a  T . ,  K o n d o  H . ,  N o g a m i  M . ,  A p a t i t e  f o r m a t i o n  o n  T i 0 2  i n  s i m u l a t e d  b o d y  f l u i d .  
J o u r n a l  o f  C r y s t a l  G r o w t h ,  2 0 0 2 .  2 3 5 :  p .  2 3 5 - 2 4 0 .  
2 6 2 .  K e s h m i r i  M . ,  T r o c z y n s k i  T . ,  A p a t i t e  f o r m a t i o n  o n  T i 0 2  a n a t a s e  m i c r o s p h e r e s .  
J o u r n a l  o f  N o n - C r y s t a l l i n e  S o l i d s ,  2 0 0 3 .  3 2 4 :  p .  2 8 9 - 2 9 4 .  
2 6 3 .  P e l t o l a  T . ,  J o k i n e n  M . ,  R a h i a l a  H . ,  P a t s a  M . ,  H e i k k i l a  J . ,  K a n g a s n i e m i  1 . ,  Y l i - U r p o  
A . ,  E f f e c t  o f  a g i n g  t i m e  o f  s o l o n  s t r u c t u r e  a n d  i n  v i t r o  c a l c i u m  p h o s p h a t e  f o r m a t i o n  
o f  s o l - g e l - d e r i v e d  t i t a n i a  j i l m s .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  2 0 0 0 .  
5 1 ( 2 ) :  p .  2 0 0 - 2 0 8 .  
2 6 4 .  H w a n g  K . S . ,  L e e  Y . H . ,  K a n g  B . A . ,  K i m  S . B . ,  E f f e c t  o f  a n n e a l i n g  t i t a n i u m  o n  i n  v i t r o  
b i o a c t i v i t y .  J o u r n a l  o f  M a t e r i a s  S c i e n c e :  M a t e r i a l s  i n  M e d i c i n e ,  2 0 0 3 . 1 4 :  p .  5 2 1 - 5 2 9 .  
2 6 5 .  S t o c h  A . ,  J a s t r z e b s k i  W . ,  B r o z e k  A . ,  S t o c h  J . ,  S z a r a n i e c  J . ,  T r y b a l s k a  B . ,  K m i t a  G . ,  
F T I R  a b s o r p t i o n - r e f l e c t i o n  s t u d y  o f  b i o m i m e t i c  g r o w t h  o f  p h o s p h a t e s  o n  t i t a n i u m  
i m p l a n t s .  J o u r n a l  o f  M o l e c u l a r  S t r u c t u r e ,  2 0 0 0 .  5 5 5 :  p .  3 7 5 - 3 8 2 .  
2 6 6 .  A d v i n c u l a  M . C . ,  R a h e m t u l l a  F . G . ,  A d v i n c u l a  R . C . ,  A d a  E . T . ,  L e m o n s  J . E . ,  B e l l i s  
S . l . ,  O s t e o b l a s t  a d h e s i o n  a n d  m a t r i x  m i n e r a l i z a t i o n  o n  s o l - g e l - d e r i v e d  t i t a n i u m  o x i d e .  
B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 6 .  2 7 :  p .  2 2 0 1 - 2 2 1 2 .  
2 6 7 .  D a s  K . ,  B o s e  S . ,  B a n d y o p a d h y a y  A . ,  S u r f a c e  m o d i f i c a t i o n s  a n d  c e l l - m a t e r i a l s  
i n t e r a c t i o n s  w i t h  a n o d i z e d  T i .  A c t a  B i o m a t e r i a l i a ,  2 0 0 7 .  3 :  p .  5 7 3 - 5 8 5 .  
2 6 8 .  T h o m s o n  L . A . ,  L a w  F . C . ,  R u s h t o n  N . ,  F r a n k s  J . "  B i o c o m p a t i b i l i t y  o f  d i a m o n d - l i k e  
c a r b o n  c o a t i n g .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 1 .  1 2 :  p .  3 7 - 4 0 .  
3 0 4  
2 6 9 .  L u  L . ,  J o n e s  M . W . ,  W u  R L . C . ,  D i a m o n d - l i k e  c a r b o n  a s  b i o l o g i c a l  c o m p a t i b l e  
m a t e r i a l  f o r  c e l l  c u l t u r e  a n d  m e d i c a l  a p p l i c a t i o n .  B i o - M e d i c a l  M a t e r i a l s  a n d  
E n g i n e e r i n g ,  1 9 9 3 . 3 ( 4 ) :  p .  2 2 3 - 2 2 8 .  
2 7 0 .  B u t t e r  R . ,  W a t e r m a n  D . R . ,  L e t t i n g t o n  A . H . ,  R a m o s  R T . ,  F o r d h a m  E . J . ,  P r o d u c t i o n  
a n d  w e t t i n g  p r o p e r t i e s  o f  f l u o r i n a t e d  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n  c o a t i n g s .  T h i n  S o l i d  F i l m s ,  
1 9 9 7 .  3 1 1 : p .  1 0 7 - 1 1 3 .  
2 7 1 .  B u t t e r  R . S . ,  W a t e r m a n  D . R ,  L e t t i n g t o n  A . H . ,  R a m o s  R . T . ,  F o r d h a m  E . J . ,  P r o d u c t i o n  
a n d  w e t t i n g  p r o p e r t i e s  o f  f l u o r i n a t e d  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n  c o a t i n g s .  T h i n  S o l i d  F i l m s ,  
1 9 9 7 . 3 1 1 : p . l 0 7 - 1 1 3 .  
2 7 2 .  G r i s c h k e  M . ,  H i e k e  A . ,  M o r g e n w e c k  F . ,  D i m i g e n  H . ,  V a r i a t i o n  o f  t h e  w e t t a b i l i t y  o f  
D L C - c o a t i n g s  b y  n e t w o r k  m o d i f i c a t i o n  u s i n g  s i l i c o n  a n d  o x y g e n .  D i a m o n d  a n d  
R e l a t e d  M a t e r i a l s ,  1 9 9 8 .  7 ( 2 - 5 ) :  p .  4 5 4 - 4 5 8 .  
2 7 3 .  P a r k e r  T . L . ,  P a r k e r  K . L . ,  M c C o l l l . R . ,  G r a n t  D . M . ,  W o o d  J . V . ,  T h e  b i o c o m p a t i b i l i t y  
o f  l o w  t e m p e r a t u r e  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n  f i l m s :  a  t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  
s c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  a n d  c y t o t o x i c i t y  s t u d y .  D i a m o n d  a n d  R e l a t e d  M a t e r i a l s ,  
1 9 9 4 . 3 : p . 1 1 2 0 - 1 1 2 3 .  
2 7 4 .  A l i e n  M . ,  L a w  F . ,  R u s h t o n  N . ,  T h e  e f f e c t s  o f  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n  c o a t i n g s  o n  
m a c r o  p h a g e s ,  f i b r o b l a s t s  a n d  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  i n  v i t r o .  C l i n i c a l  M a t e r i a l s ,  1 9 9 4 .  
1 7 :  p .  1 - 1 0 .  
2 7 5 .  M c C o l l  l . R ,  G r a n t  D . M . ,  G r e e n  S . M . ,  W o o d  J . V . ,  P a r k e r  T . L . ,  P a r k e r  K . ,  G o r u p p a  
A . A . ,  B r a i t h w a i t e  N .  S U . ,  L o w  t e m p e r a t u r e  p l a s m a - a s s i s t e d  c h e m i c a l  v a p o u r  
d e p o s i t i o n  o f  a m o r p h o u s  c a r b o n  f i l m s  f o r  b i o m e d i c a l - p o l y m e r i c  s u b s t r a t e s .  D i a m o n d  
a n d  R e l a t e d  M a t e r i a l s ,  1 9 9 3 . 3 :  p .  8 3 - 8 7 .  
2 7 6 .  H a r r i s  S . 1 . ,  W e i n e r  A . M . ,  T u n g  S . C . ,  S i m k o  S . J . ,  M i l i t e l l o  M . C . ,  A  d i a m o n d - l i k e  
c a r b o n  f i l m  f o r  w e a r  p r o t e c t i o n  o f  s t e e l .  S u r f a c e  a n d  C o a t i n g s  T e c h n o l o g y ,  1 9 9 3 . 6 2 :  
p . 5 5 0 - 5 5 7 .  
2 7 7 .  S c h r o e d e r  A . ,  P h D  T h e s i s ,  D i s s e r t a t i o n  N r .  1 3 0 7 9 .  1 9 9 9 :  E T H  Z u r i c h .  
2 7 8 .  B r u i n i n k  A . ,  S c h r o e d e r  A . ,  F r a n c z  G . ,  H a u e r t  R . ,  I n  v i t r o  s t u d i e s  o n  t h e  e f f e c t  o f  
d e l a m i n a t e d  a - C . H  f i l m  f r a g m e n t s  o n  b o n e  m a r r o w  c e l l  c u l t u r e s .  B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 5 .  
2 6 :  p .  3 4 8 7 - 3 4 9 4 .  
2 7 9 .  K o m u  R . ,  M a l o n e y  W . 1 . ,  K e l l y  M . A . ,  S m i t h  R . L . ,  O s t e o b l a s t  a d h e s i o n  t o  o r t h o p a e d i c  
i m p l a n t  a l l o y s :  e f f e c t s  o f  c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e s  a n d  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n  c o a t i n g .  
J o u r n a l  o f  O r t h o p a e d i c  R e s e a r c h ,  1 9 9 6 .  1 4 :  p .  8 7 1 - 8 7 7 .  
2 8 0 .  R o d i l  S . E . ,  O l i v a r e s  R . ,  A r z a t e  H . ,  M u h l  S . ,  P r o p e r t i e s  o f  c a r b o n  f i l m s  a n d  t h e i r  
b i o c o m p a t i b i l i t y  u s i n g  i n - v i t r o  t e s t s .  D i a m o n d  a n d  R e l a t e d  M a t e r i a l s ,  2 0 0 3 .  1 2 :  p .  
9 3 1 - 9 3 7 .  
2 8 1 .  O l i v a r e s  R . ,  R o d i l  S . E . ,  A r z a t e  H . ,  I n  v i t r o  s t u d i e s  o f  t h e  b i o m i n e r a l i z a t i o n  i n  
a m o r p h o u s  c a r b o n  f i l m s .  S u r f a c e  a n d  C o a t i n g s  T e c h n o l o g y ,  2 0 0 4 .  1 7 7 - 1 7 8 :  p .  7 5 8 -
7 6 4 .  
2 8 2 .  D u  C . ,  S u  X . W . ,  C u i  F . Z . ,  Z h u  X . D . ,  M o r p h o l o g i c a l  b e h a v i o r  o f  o s t e o b l a s t s  o n  
d i a m o n d - l i k e  c a r b o n  c o a t i n g  a n d  a m o r p h o u s  C o N  f i l m  i n  o r g a n  c u l t u r e .  B i o m a t e r i a l s ,  
1 9 9 8 .  1 9 :  p .  6 5 1 - 6 5 8 .  
2 8 3 .  D o w l i n g  D . P . ,  K o l a  P V . ,  D o n n e l l y  K . ,  K e l l y  T . C . ,  B r u m i t t  K . ,  L l o y d  L . ,  E l o y  R . ,  
T h e r i n  M . ,  W e i l l  N . ,  E v a l u a t i o n  o f  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n - c o a t e d  o r t h o p a e d i c  i m p l a n t s .  
D i a m o n d  a n d  R e l a t e d  M a t e r i a l s ,  1 9 9 7 . 6 :  p .  3 9 0 - 3 9 3 .  
2 8 4 .  M o h a n t y  M . ,  A n i l k u m a r  T . V . ,  M o h a n a n  P . V . ,  M u r a l e e d h a r a n  C . V . ,  B h u v a n e s h w a r  
G . S . ,  D e r a n g e r e  F . ,  S a m p e u r  Y . ,  S u r y a n a r a y a n a n  R . ,  L o n g  t e r m  t i s s u e  r e s p o n s e  t o  
t i t a n i u m  c o a t e d  w i t h  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n .  B i o m o l e c u l a r  E n g i n e e r i n g ,  2 0 0 2 .  1 9 :  p .  
1 2 5 - 1 2 8 .  
3 0 5  
2 8 5 .  A l l e n  M . ,  M y e r  B . ,  R u s h t o n  N . ,  I n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  i n v e s t i g a t i o n s  i n t o  t h e  
b i o c o m p a t i b i l i t y  o f  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n  ( D L C )  c o a t i n g s  f o r  o r t h o p a e d i c  
a p p l i c a t i o n s .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h  ( A p p l i e d  B i o m a t e r i a l s ) ,  2 0 0 1 .  
5 8 :  p .  3 1 9 - 3 2 8 .  
2 8 6 .  P e t t e r s s o n  U . ,  J a c o b s o n  S . ,  F r i c t i o n  a n d  w e a r  p r o p e r t i e s  o f  m i c r o  t e x t u r e d  D L C  
c o a t e d  s u r f a c e s  i n  b o u n d a r y  l u b r i c a t e d  s l i d i n g .  T r i b o l o g y  L e t t e r s ,  2 0 0 4 .  1 7 ( 3 ) :  p .  
5 5 3 - 5 5 9 .  
2 8 7 .  K i m  Y . T . ,  C h o  S . M . ,  C h o i  W . S . ,  H o n g  B . ,  Y o o n  D . H . ,  D e p e n d e n c e  o f  t h e  b o n d i n g  
s t r u c t u r e  o f  D L C  t h i n  j i l m s  o n  t h e  d e p o s i t i o n  c o n d i t i o n s  o f  P E C V D  m e t h o d .  S u r f a c e  
a n d  C o a t i n g s  T e c h n o l o g y ,  2 0 0 3 .  1 6 9 - 1 7 0 :  p .  2 9 1 - 2 9 4 .  
2 8 8 .  H a s e b e  T . ,  I s h i m a r u  T . ,  K a m i j o  A . ,  Y o s h i m o t o  Y . ,  Y o s h i m u r a  T . ,  Y o h e n a  S . ,  
K o d a m a  H . ,  H o t t a  A . ,  T a k a h a s h i  K . ,  S u z u k i  T . ,  E f f e c t s  o f  s u r f a c e  r o u g h n e s s  o n  a n t i -
t h r o m b o g e n i c i t y  o f  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n j i l m s .  D i a m o n d  a n d  R e l a t e d  M a t e r i a l s ,  2 0 0 7 .  
1 6 :  p .  1 3 4 3 - 1 3 4 8 .  
2 8 9 .  M a  W . J . ,  R u y s  A . J . ,  M a s o n  R . S . ,  M a r t i n g  P . J . ,  B e n d a v i d  A . ,  L i u  Z . ,  I o n e s c u  M . ,  
Z r e i q a t  H . "  D L C  c o a t i n g s :  e f f e c t s  o f  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o n  b i o l o g i c a l  
r e s p o n s e .  B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 7 .  2 8 :  p .  1 6 2 0 - 1 6 2 8 .  
2 9 0 .  A n d e r s s o n  A - S . ,  O l s s o n  P . ,  L i d b e r g  U . ,  S u t h e r l a n d  D . ,  T h e  e f f e c t s  o f  c o n t i n u o u s  a n d  
d i s c o n t i n u o u s  g r o o v e  e d g e s  o n  c e l l  s h a p e  a n d  a l i g n m e n t .  E x p e r i m e n t a l  C e l l  R e s e a r c h ,  
2 0 0 3 .  2 8 8 ( 1 ) :  p .  1 7 7 - 1 8 8 .  
2 9 1 .  S c h e i d e l e r  L . ,  G e i s - G e r s t o r f e r  J . ,  K e r n  D . ,  P f e i f f e r  F . ,  R u p p  F . ,  W e b e r  H . ,  W o l b u r g  
H . ,  I n v e s t i g a t i o n  o f  c e l l  r e a c t i o n s  t o  m i c r o s t r u c t u r e d  i m p l a n t  s u r f a c e s .  M a t e r i a l s  
S c i e n c e  a n d  E n g i n e e r i n g :  C ,  2 0 0 3 .  2 3 ( 3 ) :  p .  4 5 5 - 4 5 9 .  
2 9 2 .  L u  X . ,  L e n g  Y . ,  Q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  o s t e o b l a s t  b e h a v i o r  o n  m i c r o g r o o v e d  
h y d r o x y a p a t i t e  a n d  t i t a n i u m  s u b s t r a t a .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  
2 0 0 3 .  6 6 A ( 3 ) :  p .  6 7 7  - 6 8 7 .  
2 9 3 .  R i c c i  J . L . ,  C h a r v e t  J . ,  C h a n g e  R . ,  A l e x a n d e r  H . ,  I n f l u e n c e  o f  s u r f a c e  m i c r o g e o m e t r y  
o n  i n  v i t r o  c e l l  g r o w t h  a n d  m i g r a t i o n ,  i n  S u r f a c e  M o d i f i c a t i o n  T e c h n o l o g i e s  V I I ,  
S u d a r s h a n T . S . ,  I s h i z a k i  K . ,  T a k a t a  M . ,  K a m a t a  K . ,  E d i t o r .  1 9 9 4 ,  T h e  I n s t i t u t e  o f  
M a t e r i a l s .  p .  4 9 1 - 5 0 8 .  
2 9 4 .  D a l t o n  B . A . ,  W a l b o o m e r s  X . F . ,  D z i e g i e l e w s k i  M . ,  E v a n s  M . D . M . ,  T a y l o r  S . ,  J a n s e n  
J . A . ,  S t e e l e  J . G . ,  M o d u l a t i o n  o f  e p i t h e l i a l  t i s s u e  a n d  c e l l  m i g r a t i o n  b y  m i c r o g r o o v e s .  
J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  2 0 0 1 .  5 6 :  p .  1 9 5 - 2 0 7 .  
2 9 5 .  W 6 j c i a k - S t o t h a r d  B . ,  M a d e j a  Z . ,  K o r o h o d a  W . ,  C u r t i s  A . ,  W i l k i n s o n  C . ,  A c t i v a t i o n  o f  
m a c r o p h a g e - l i k e  c e l l s  b y  m u l t i p l e  g r o o v e d  s u b s t r a t a .  t o p o g r a p h i c a l  c o n t r o l  o f  c e l l  
b e h a v i o u r .  C e l l  B i o l o g y  I n t e r n a t i o n a l ,  1 9 9 5 .  1 9 ( 6 ) :  p .  4 8 5 - 4 9 0 .  
2 9 6 .  P f e i f f e r  F . ,  H e r z o g  B . ,  K e r n  D . ,  S c h e i d e l e r  L . ,  G e i s - G e r s t o r f e r  J . ,  W o l b u r g  H . ,  C e l l  
r e a c t i o n s  t o  m i c r o s t r u c t u r e d  i m p l a n t  s u r f a c e s .  M i c r o e l e c t r o n i c  E n g i n e e r i n g ,  2 0 0 3 .  
6 7 - 6 8 :  p .  9 1 3 - 9 2 2 .  
2 9 7 .  d e n  B r a b e r  E . T . ,  J a n s e n  H . V . ,  d e  B o e r  M . J . ,  C r o e s  H . J . E . ,  E l w e n s p o e k  M . ,  G i n s e l  
L . A . ,  J a n s e n  J . A . ,  S c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c ,  t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c ,  
a n d  c o r i f o c a l  l a s e r  s c a n n i n g  m i c r o s c o p i c  o b s e r v a t i o n  o f  j i b r o b l a s t s  c u l t u r e d  o n  
m i c r o g r o o v e d  s u r f a c e s  o f  b u l k  t i t a n i u m  s u b s t r a t a .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  
R e s e a r c h ,  1 9 9 8 .  4 0 ( 3 ) :  p .  4 2 5  - 4 3 3 .  
2 9 8 .  d e n  B r a b e r  E . T . ,  d e  R u i j t e r  J . E . ,  J a n s e n  J . A . ,  S m i t s  H . T J . ,  G i n s e l  L . A . ,  v o n  R e c u m  
A . F . ,  Q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  o r i e n t a t i o n  o n  s u b s t r a t a  w i t h  
u n i f o r m  p a r a l l e l  s u r f a c e  m i c r o - g r o o v e s .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 6 .  1 7 ( 1 1 ) :  p .  1 0 9 3 - 1 0 9 9 .  
2 9 9 .  M a t s u z a k a  K . ,  W a l b o o m e r s  X . F . ,  Y o s h i n a r i  M . ,  I n o u e  T . ,  J a n s e n  J . A . ,  T h e  
a t t a c h m e n t  a n d  g r o w t h  b e h a v i o u r  o f  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  o n  m i c r o t e x t u r e d  s u r f a c e s .  
B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 3 .  2 4 :  p .  2 7 1 1 - 2 7 1 9 .  
3 0 6  
3 0 0 .  M a t s u z a k a  K . ,  W a l b o o m e r s  X . F . ,  d e  R u i j t e r  J . E . ,  J a n s e n  J . A ,  E f f e c t  o f  m i c r o  g r o o v e d  
p o l y - I - l a c t i c  ( P L A )  s u i f a c e s  o n  p r o l i f e r a t i o n ,  c y t o s k e l e t a l  o r g a n i z a t i o n ,  a n d  
m i n e r a l i z e d  m a t r i x  f o r m a t i o n  o f  r a t  b o n e  m a r r o w  c e l l s .  C l i n i c a l  O r a l  I m p l a n t  
R e s e a r c h ,  2 0 0 0 .  1 1 :  p .  3 2 5 - 3 3 3 .  
3 0 1 .  W a l b o o m e r s  X .  F . ,  M o n a g h a n  W . ,  C u r t i s  A .  S .  G . ,  J a n s e n  J .  A . ,  A t t a c h m e n t  o f  
f i b r o b l a s t s  o n  s m o o t h  a n d  m i c r o g r o o v e d  p o l y s t y r e n e .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  
R e s e a r c h ,  1 9 9 9 . 4 6 ( 2 ) :  p .  2 1 2  - 2 2 0 .  
3 0 2 .  W a l b o o m e r s  X .  F . ,  G i n s e l  L .  A ,  J a n s e n  J .  A . ,  E a r l y  s p r e a d i n g  e v e n t s  o f f i b r o b l a s t s  
o n  m i c r o g r o o v e d  s u b s t r a t e s .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  2 0 0 0 .  5 1 ( 3 ) :  
p .  5 2 9  - 5 3 4 .  
3 0 3 .  W a l b o o m e r s  X . F . ,  C r o e s  H . J . E . ,  G i n s e l  L . A ,  J a n s e n  J . A . ,  G r o w t h  b e h a v i o r  o f  
f i b r o b l a s t s  o n  m i c r o g r o o v e d p o l y s t y r e n e .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 8 .  1 9 ( 2 0 ) :  p .  1 8 6 1 - 1 8 6 8 .  
3 0 4 .  A n d e r s s o n  A - S . ,  B i i c k h e d  F . ,  v o n  E u l e r  A . ,  R i c h t e r - D a h l f o r s  A . ,  S u t h e r l a n d  D . ,  
K a s e m o  B . ,  N a n o s c a l e  f e a t u r e s  i n f l u e n c e  e p i t h e l i a l  c e l l  m o r p h o l o g y  a n d  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n .  B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 3 .  2 4 ( 2 0 ) :  p .  3 4 2 7 - 3 4 3 6 .  
3 0 5 .  C u r t i s  A . ,  C a s e y  B . ,  G a l l a g h e r  J . O . ,  P a s q u i  D . ,  W o o d  M . A . ,  W i l k i n s o n  C . D . W . ,  
S u b s t r a t u m  n a n o t o p o g r a p h y  a n d  t h e  a d h e s i o n  o f  b i o l o g i c a l  c e l l s .  A r e  s y m m e t r y  o r  
r e g u l a r i t y  o f n a n o t o p o g r a p h y  i m p o r t a n t ?  B i o p h y s i c a l  C h e m i s t r y ,  2 0 0 1 .  9 4 :  p .  2 7 5 -
2 8 3 .  
3 0 6 .  C a s e y  B . G . ,  C u m m i n g  D . R . S . ,  K h a n d a k e r  I . I . ,  C u r t i s  A . S . G . ,  W i l k i n s o n  C . D . W . ,  
N a n o s c a l e  e m b o s s i n g  o f  p o l y m e r s  u s i n g  a  t h e r m o p l a s t i c  d i e .  M i c r o e l e c t r o n i c  
E n g i n e e r i n g ,  1 9 9 9 . 4 6 :  p .  1 2 5 - 1 2 8 .  
3 0 7 .  S c h m i d t  J . A ,  v o n  R e c u m  A . F . ,  T e x t u r i n g  o f  p o l y m e r  s u i f a c e s  a t  t h e  c e l l u l a r  l e v e l .  
B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 1 .  1 2 :  p .  3 8 5 - 9 .  
3 0 8 .  C r a i g h e a d  H . G . ,  T u r n e r  S . W . ,  D a v i s  R . C . ,  J a m e s  C . ,  P e r e z  A . M . ,  S t  J o h n  P . M . ,  
I s a a c s o n  M . S . ,  K a m  L . ,  S h a i n  Z . W . ,  T u r n e r  J . N . ,  B a n k e r  G . ,  ,  C h e m i c a l  a n d  
t o p o g r a p h i c a l  s u i f a c e  m o d i f i c a t i o n  f o r  c o n t r o l  o f  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  c e l l  
a d h e s i o n .  B i o m e d i c a l  M i c r o d e v i c e s ,  1 9 9 8 .  1 ( 1 ) :  p .  4 9 - 6 4 .  
3 0 9 .  D e u t s c h  J . ,  M o t l a g h  D . ,  R u s s e l l  B . ,  D e s a i  T . A . ,  F a b r i c a t i o n  o f  m i c r o t e x t u r e d  
m e m b r a n e s  f o r  c a r d i a c  m y o c y t e  a t t a c h m e n t  a n d  o r i e n t a t i o n .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  
M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  2 0 0 0 .  5 3 ( 3 ) :  p .  2 6 7 - 2 7 5 .  
3 1 0 .  G r e e n  A . M . ,  J a n s e n  J . A . ,  v a n  d e r  W a e r d e n  J . P . C . M . ,  v o n  R e c u m  A . F . ,  F i b r o b l a s t  
r e s p o n s e  t o  m i c r o t e x t u r e d  s i l i c o n e  s u r f a c e s :  T e x t u r e  o r i e n t a t i o n  i n t o  o u t  o f  t h e  
s u i f a c e .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 4 . 2 8 :  p .  6 4 7 - 6 5 3 .  
3 1 1 .  W i l k i n s o n  C . D . W . ,  R i e h l e  M . ,  W o o d  M . ,  G a l l a g h e r  J . ,  C u r t i s  A . S . G . ,  T h e  u s e  o f  
m a t e r i a l s  p a t t e r n e d  o n  a  n a n o - a n d  m i c r o - m e t r i c  s c a l e  i n  c e l l u l a r  e n g i n e e r i n g .  
M a t e r i a l s  S c i e n c e  &  E n g i n e e r i n g  C ,  2 0 0 2 .  1 9 :  p .  2 6 3 - 2 6 9 .  
3 1 2 .  M a s s i a  S . P . ,  H u b b e l l  J . A . ,  A n  R G D  s p a c i n g  o f  4 4 0  n m  i s  s u f f i c i e n t  f o r  i n t e g r i n  a v / 3 ; -
m e d i a t e d  f i b r o b l a s t  s p r e a d i n g  a n d  1 4 0  n m  f o r  f o c a l  c o n t a c t  a n d  s t r e s s  f i b e r  
f o r m a t i o n .  J o u r n a l  o f  C e l l  B i o l o g y ,  1 9 9 1 .  1 1 4 :  p .  1 0 8 9 - 1 1 0 0 .  
3 1 3 .  S c h m i d t  J . A . ,  v o n  R e c u m  A . F . ,  S u r f a c e  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  m i c r o  t e x t u r e d  s i l i c o n e .  
B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 2 .  1 3 :  p .  6 7 5 - 6 8 1 .  
3 1 4 .  P i e r s o n  H . O . ,  H a n d b o o k  o f  c h e m i c a l  v a p o r  d e p o s i t i o n  ( C V  D ) .  P r i n c i p l e s ,  t e c h n o l o g y  
a n d  a p p l i c a t i o n s .  1 9 9 2 ,  P a r k  R i d g e ,  N e w  J e r s e y :  N o y e s  P u b l i c a t i o n s .  
3 1 5 .  M a t t o x  D . M . ,  H a n d b o o k  o f  p h y s i c a l  v a p o r  d e p o s i t i o n  ( P V D )  p r o c e s s i n g :  f i l m  
f o r m a t i o n ,  a d h e s i o n ,  s u i f a c e  p r e p a r a t i o n  a n d  c o n t a m i n a t i o n  c o n t r o l .  1 9 9 8 ,  N e w  
J e r s e y ,  U S A :  N o y e s  P u b l i c a t i o n s .  
3 1 6 .  M a r t i n  P J . ,  N e t t e r f i e l d  R . P . ,  K i n d e r  T . J . ,  I o n - b e a m - d e p o s i t e d  f i l m s  p r o d u c e d  b y  
f i l t e r e d  a r c  e v a p o r a t i o n .  T h i n  S o l i d  F i l m s ,  1 9 9 0 .  1 9 3 / 1 9 4 :  p .  7 7 - 8 3 .  
3 0 7  
3 1 7 .  L i n d f o r s  P . A . ,  M u l a r i r  W . M . ,  C a t h o d i c  a r c  d e p o s i t i o n  t e c h n o l o g y .  S u r f a c e  C o a t i n g s  
T e c h n o l o g y ,  1 9 8 6 . 2 9 ( 2 7 5 ) .  
3 1 8 .  S a n d e r s  D . M . ,  R e v i e w  o f  i o n - b a s e d  c o a t i n g  p r o c e s s e s  d e r i v e d  f r o m  t h e  c a t h o d i c  a r c .  
J o u r n a l  o f  V a c u u m  S c i e n c e  a n d  T e c h n o l o g y  A ,  1 9 8 9 . 7 ( 3 ) :  p .  2 3 3 9 .  
3 1 9 .  V e t t e r  J . ,  P e r r y  A J . ,  A p p l i c a t i o n s  o f  a r c - d e p o s i t e d  c o a t i n g s ,  i n  H a n d b o o k  o f  v a c u u m  
a r c  s c i e n c e  a n d  t e c h n o l o g y ,  B o x m a n  R . L . ,  M a r t i n  P J . ,  S a n d e r s  D . M . ,  E d i t o r .  1 9 9 6 ,  
N o y e s  P u b l i c a t i o n s .  p .  4 9 3 .  
3 2 0 .  V y s k o c i l  J . ,  M u s i l  J . ,  C a t h o d i c  a r c  e v a p o r a t i o n  i n  t h i n  f i l m  t e c h n o l o g y .  J o u r n a l  o f  
V a c u u m  S c i e n c e  a n d  T e c h n o l o g y  A ,  1 9 9 2 .  1 0 ( 4 ) :  p .  1 7 4 0 .  
3 2 1 .  T a k i k a w a  H . ,  M a t s u i  T . ,  S a k a k i b a r a  T . ,  B e n d a v i d  A . ,  M a r t i n  P . J . ,  P r o p e r t i e s  o f  
t i t a n i u m  o x i d e  f i l m  p r e p a r e d  b y  r e a c t i v e  c a t h o d i c  v a c u u m  a r c  d e p o s i t i o n .  T h i n  S o l i d  
F i l m s ,  1 9 9 9 . 3 4 8 :  p .  1 4 5 - 1 5 1 .  
3 2 2 .  A n d e r s  S . ,  A n d r e s  A . ,  B r o w n  I . ,  V a c u u m  a r c  s o u r c e s :  s o m e  v a c u u m  a r c  b a s i c s  a n d  
r e c e n t  r e s u l t s .  R e v i e w  o f  S c i e n t i f i c  I n s t r u m e n t s ,  1 9 9 4 .  6 5 ( 4 ) :  p .  2 6 1 .  
3 2 3 .  T a y  B . K . ,  Z h a o  Z . W . ,  C h u a  D . H . C . ,  R e v i e w  o f  m e t a l  o x i d e  f i l m s  d e p o s i t e d  b y  f i l t e r e d  
c a t h o d i c  v a c u u m  a r c  t e c h n i q u e .  M a t e r i a l s  S c i e n c e  a n d  E n g i n e e r i n g  R  2 0 0 6 .  5 2 :  p .  1 -
4 8 .  
3 2 4 .  K u t z n e r  J . ,  M i l l e r  H . C . ,  I n t e g r a t e d  i o n  f l u x  e m i t t e d  f r o m  t h e  c a t h o d e  s p o t  r e g i o n  o f  a  
d i f f u s e  v a c u u m  a r c .  J o u r n a l  o f  P h y s i c s  D :  A p p l i e d  P h y s i c s ,  1 9 9 2 . 2 5 ( 4 ) :  p .  6 8 6 - 6 9 3 .  
3 2 5 .  B e n d a v i d  A . ,  T h e  i r i f l u e n c e  o f  p a r t i c l e  e n e r g y  o n  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t i t a n i u m  n i t r i d e  
a n d  m e t a l l i c  t h i n  f i l m s  d e p o s i t e d  b y  f i l t e r e d  c a t h o d i c  a r c  d e p o s i t i o n  t e c h n o l o g y ,  i n  
D e p a r t m e n t  o f  A p p l i e d  P h y s i c s ,  S c h o o l  o f  P h y s i c a l  S c i e n c e s .  1 9 9 7 ,  U n i v e r s i t y  o f  
T e c h n o l o g y ,  S y d n e y :  S y d n e y .  
3 2 6 .  R y a b c h i k o v  A . L ,  S t e p a n o v  L B . ,  I n v e s t i g a t i o n s  o f  f o r m i n g  m e t a l - p l a s m a  f l o w s  f i l t e r e d  
f r o m  m i c r o p a r t i c l e  f r a c t i o n  i n  v a c u u m  a r c  e v a p o r a t o r s .  R e v i e w  o f  S c i e n t i f i c  
I n s t r u m e n t s ,  1 9 9 8 . 6 9 ( 2 ) :  p .  8 1 0 - 8 1 2 .  
3 2 7 .  R y a b c h i k o v  A . L ,  S t e p a n o v  L B . ,  D e k t j a r e v  S . V . ,  S e r g e e v  O . V . ,  V a c u u m  a r c  i o n  a n d  
p l a s m a  s o u r c e  R a d u g a  5  f o r  m a t e r i a l s  t r e a t m e n t .  R e v i e w  o f  S c i e n t i f i c  I n s t r u m e n t s ,  
1 9 9 8 .  6 9 ( 2 ) : p .  8 9 3 - 8 9 5 .  
3 2 8 .  S a n d e r s  D . M . ,  I o n  b e a m  s e l f - s p u t t e r i n g  u s i n g  a  c a t h o d i c  a r c  i o n  s o u r c e .  J o u r n a l  o f  
V a c u u m  S c i e n c e  a n d  T e c h n o l o g y  A ,  1 9 8 7 . 6 :  p .  1 9 2 9 .  
3 2 9 .  A k s e o v  1 . 1 . ,  B e l o u s  V . A . ,  P a d a l k a  V . G . ,  K h o r o s h i k h  V . M . ,  T r a n s p o r t  o f  p l a s m a  
s t r e a m s  i n  a  c u r v i l i n e a r  p l a s m a - o p t i c s  s y s t e m .  S o v i e t  J o u r n a l  o f  P l a s m a  P h y s i c s ,  
1 9 7 8 . 4 :  p .  4 2 5 .  
3 3 0 .  G l o c k e r  D . A . ,  S h a h  S . l . ,  e d .  H a n d b o o k  o f  t h i n  f i l m  p r o c e s s  t e c h n o l o g y .  1 9 9 5 ,  I n s t i t u t e  
o f  P h y s i c s  P u b l i s h i n g :  B r i s t o l ,  U K .  
3 3 1 .  F a l a b e l l a  S . ,  S a n d e r s  D . M . ,  C o m p a r i s o n  o f  t w o  f i l t e r e d  c a t h o d i c  a r c  s o u r c e s .  J o u r n a l  
o f  V a c u u m  S c i e n c e  a n d  T e c h n o l o g y  A ,  1 9 9 2 .  1 0 ( 2 ) :  p .  3 9 4 - 3 9 7 .  
3 3 2 .  G r e e n e  1 . E . ,  N u c l e a t i o n ,  f i l m  g r o w t h ,  a n d  m i c r o s t r u c t u r a l  e v o l u t i o n ,  i n  D e p o s i t i o n  
p r o c e s s e s  f o r  f i l m s  a n d  c o a t i n g ,  B u n s h a h  R . ,  E d i t o r .  1 9 9 4 ,  N o y e s  P u b l i c a t i o n s :  
C h a p t e r  1 3 .  
3 3 3 .  V e n a b l e s  1 . A . ,  N u c l e a t i o n  a n d  g r o w t h  p r o c e s s e s  i n  t h i n  f i l m  f o r m a t i o n .  J o u r n a l  o f  
V a c u u m  S c i e n c e  a n d  T e c h n o l o g y  B ,  1 9 8 6 . 4 ( 4 ) :  p .  8 7 0 .  
3 3 4 .  L i s t v a n  M . A . ,  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  t i m e  d e p e n d e n c e  o f  d o m a i n  g r o w t h  b y  d i r e c t  
o b s e r v a t i o n  o f  s m a l l  m e t a l  c l u s t e r s .  S u r f a c e  S c i e n c e ,  1 9 8 6 .  1 7 3 :  p .  2 9 4 .  
3 3 5 .  M o v c h a n  B . A . ,  D e m c h i s h i n  A . V . ,  S t u d y  o f  t h e  s t r u c t u r e  a n d  p r o p e r t i e s  o f  t h i c k  
v a c u u m  c o n d e n s a t e s  o f  n i c k e l ,  t i t a n i u m ,  t u n g s t e n ,  a l u m i n u m  o x i d e  a n d  z i r c o n i u m  
o x i d e .  T h e  P h y s i c s  o f  M e t a l s  a n d  M e t a l l o g r a p h y ,  1 9 6 9 . 2 8 :  p .  8 3 .  
3 0 8  
3 3 6 .  D o d s o n  B . W . ,  M o l e c u l a r  d y n a m i c  m o d e l i n g  o f  v a p o r - p h a s e  a n d  v e r y  l o w - e n e r g y  i o n -
b e a m  c r y s t a l  g r o w t h  p r o c e s s e s .  C r i t i c a l  R e v i e w s  i n  S o l i d  S t a t e  M a t e r i a l  S c i e n c e ,  
1 9 8 9 . 1 6 ( 2 ) :  p .  1 1 5 .  
3 3 7 .  M a r t i n  P J . ,  B e n d a v i d  A ,  K i n d e r  T J . ,  T h e  d e p o s i t i o n  o f  T i N  t h i n  f i l m s  b y  f i l t e r e d  
c a t h o d i c  a r c  t e c h n i q u e s .  I E E E  T r a n s a c t i o n s  o n  P l a s m a  S c i e n c e ,  1 9 9 7 . 2 5 ( 4 ) :  p .  6 7 5 -
6 7 9 .  
3 3 8 .  M a r t i n  P J . ,  B e n d a v i d  A ,  R e v i e w  o f  t h e  f i l t e r e d  v a c u u m  a r c  p r o c e s s  a n d  m a t e r i a l s  
d e p o s i t i o n .  T h i n  S o l i d  F i l m s ,  2 0 0 1 .  3 9 4 :  p .  1 - 1 5 .  
3 3 9 .  B e n d a v i d  A . ,  M a r t i n  P J . ,  T a k i k a w a  H . ,  D e p o s i t i o n  a n d  m o d i f i c a t i o n  o f  t i t a n i u m  
d i o x i d e  t h i n  f i l m s  b y  f i l t e r e d  a r c  d e p o s i t i o n .  T h i n  S o l i d  F i l m s ,  2 0 0 0 .  3 6 0 :  p .  2 4 1 - 2 4 9 .  
3 4 0 .  W i l l i a m s  L . M . ,  H e s s  D . W . ,  S t r u c t u r a l  p r o p e r t i e s  o f  t i t a n i u m  d i o x i d e  f i l m s  d e p o s i t e d  
i n  a n  r f  g l o w  d i s c h a r g e .  J o u r n a l  o f  V a c u u m  S c i e n c e  a n d  T e c h n o l o g y  A ,  1 9 8 3 .  1 :  p .  
1 8 1 0 .  
3 4 1 .  A a r i k  J . ,  A i d l a  A . ,  K i i s l e r  A - A . ,  U u s t a r e  T . ,  S a m m e l s e l g  V . ,  E f f e c t  o f  c r y s t a l  
s t r u c t u r e  o n  o p t i c a l  p r o p e r t i e s  o f  T i 0 2  f i l m s  g r o w n  b y  a t o m i c  l a y e r  d e p o s i t i o n .  T h i n  
S o l i d  F i l m s ,  1 9 9 7 . 3 0 5 :  p .  2 7 0 .  
3 4 2 .  S a b a t e  J . ,  A n d e r s o n  M . A . ,  K i k k a w a  H . ,  X u  Q . ,  C e r v e r a - M a r c h  S . ,  H i l l  C . G . ,  N a t u r e  
a n d  p r o p e r t i e s  o f  p u r e  a n d  n b - d o p e d  T i 0 2  c e r a m i c  m e m b r a n e s  a f f e c t i n g  t h e  
p h o t o c a t a l y t i c  d e g r a d a t i o n  o f  3 - c h l o r o s a l i c y l i c  a c i d  a s  a  m o d e l  o f  h a l o g e n a t e d  
o r g a n i c  c o m p o u n d .  J o u r n a l  o f  C a t a l y s i s ,  1 9 9 2 .  1 3 4 :  p .  3 6 - 4 6 .  
3 4 3 .  W u  J . M . ,  H a y a k a w a  S . ,  T s u r u  K . ,  O s a k a  A . ,  S o f t  s o l u t i o n  a p p r o a c h  t o  p r e p a r e  
c r y s t a l l i n e  t i t a n i a f i l m s .  S c r i p t a  M a t e r i a l i a ,  2 0 0 2 .  4 6 :  p .  7 0 5 - 7 0 9 .  
3 4 4 .  C h o y  K . L . ,  C h e m i c a l  v a p o r  d e p o s i t i o n  o f  c o a t i n g s .  P r o g r e s s  i n  M a t e r i a l s  S c i e n c e ,  
2 0 0 3 .  4 8 :  p .  5 7 - 1 7 0 .  
3 4 5 .  N a l w a  H . S . ,  H a n d b o o k  o f  n a n o s t r u c t u r e d  m a t e r i a l s  a n d  n a n o t e c h n o l o g y :  s y n t h e s i s  
a n d  p r o c e s s i n g .  V o ! .  I .  2 0 0 0 ,  S a n  D i e g o ,  C a l i f o r n i a :  A c a d e m i c  P r e s s .  
3 4 6 .  B u n s h a h  R . F . ,  e d .  H a n d b o o k  o f  d e p o s i t i o n  t e c h n o l o g i e s  f o r  f i l m s  a n d  c o a t i n g s .  2 n d  
e d .  S c i e n c e ,  t e c h n o l o g y  a n d  a p p l i c a t i o n s .  1 9 9 4 ,  N o y e s  P u b l i c a t i o n s :  P a r k  R i d g e ,  N e w  
J e r s e y .  
3 4 7 .  T h o r p e  M . ,  P l a s m a  e n e r g y ,  t h e  u l t i m a t e  i n  h e a t  t r a n s f e r .  C h e m i c a l  E n g i n e e r i n g  
P r o g r e s s .  1 9 8 9 . 4 3 - 5 3 .  
3 4 8 .  C h o i  W . S . ,  H e o  J . ,  C h u n g  1 . ,  H o n g  B . ,  T h e  e f f e c t  o f  R F  p o w e r  o n  t r i b o l o g i c a l  
p r o p e r t i e s  o f  t h e  d i a m o n d - l i k e  c a r b o n  f i l m s .  T h i n  S o l i d  F i l m s ,  2 0 0 5 .  4 7 5 :  p .  2 8 7 - 2 9 0 .  
3 4 9 .  W e i  C . ,  Y e n  J . Y . ,  E f f e c t  o f f i l m  t h i c k n e s s  a n d  i n t e r l a y e r  o n  t h e  a d h e s i o n  s t r e n g t h  o f  
d i a m o n d  l i k e  c a r b o n  f i l m s  o n  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e s .  D i a m o n d  a n d  R e l a t e d  M a t e r i a l s ,  
2 0 0 7 . 1 6 :  p .  1 3 2 5 - 1 3 3 0 .  
3 5 0 .  V e e r a s a m y  V . S . ,  H y d r o p h o b i c  c o a t i n g  i n c l u d i n g  D L C  o n  s u b s t r a t e .  2 0 0 2 ,  G u a r d i a n  
I n d u s t r i e s  C o r p o r a t i o n :  U S A .  p .  2 2 .  
3 5 1 .  H a r r i s o n  R . G . ,  O b s e r v a t i o n s  o n  t h e  l i v i n g  d e v e l o p i n g  n e r v e  f i b e r .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  
S o c i e t y  f o r  E x p e r i m e n t a l  B i o l o g y  a n d  M e d i c i n e ,  1 9 0 7 .  1 2 4 :  p .  3 0 6 0 - 3 0 6 8 .  
3 5 2 .  P e c k  W . A . ,  B i r g e  S J . ,  F e d a k  S . A ,  B o n e  c e l l s :  B i o c h e m i c a l  a n d  b i o l o g i c a l  s t u d i e s  
a f t e r  e n z y m a t i c  i s o l a t i o n .  S c i e n c e ,  1 9 6 4 .  1 4 6 :  p .  1 4 7 6 - 1 4 7 7 .  
3 5 3 .  L i p i n s k i  C . ,  H o p k i n s  A . ,  N a v i g a t i n g  c h e m i c a l  s p a c e  f o r  b i o l o g y  a n d  m e d i c i n e .  
N a t u r e ,  2 0 0 4 .  4 3 2 ( 7 0 1 9 ) :  p .  8 5 5 - 6 1 .  
3 5 4 .  M c G a r r i t y  G J . ,  S o u r c e s  o f  s t a b l e  c e l l  l i n e s .  M e t h o d s  i n  E n z y m o l o g y ,  1 9 7 9 .  5 8 :  p .  
4 3 9 - 4 4 4  
3 5 5 .  R o d a n  G . A . ,  R o d a n  S . B . ,  E x p r e s s i o n  o f  t h e  o s t e o b l a s t i c  p h e n o t y p e ,  i n  B o n e  a n d  
m i n e r a l  r e s e a r c h  a n n u a l  2 ,  P e c k  W . A . ,  E d i t o r .  1 9 8 3 ,  E l s e v i e r :  A m s t e r d a m .  p .  2 4 4 -
2 8 5 .  
3 0 9  
3 5 6 .  P a r t r i d g e  N . C . ,  A l c o r n  D . ,  M i c h e l a n g e l i  V . P . ,  K e m p  B . E . ,  R y a n  G . B . ,  M a r t i n  T J . ,  
F u n c t i o n a l  p r o p e r t i e s  o f  h o r m o n a l l y  r e s p o n s i v e  c u l t u r e d  n o r m a l  a n d  m a l i g n a n t  r a t  
o s t e o b l a s t i c  c e l l s .  E n d o c r i n o l o g y ,  1 9 8 1 .  1 0 8 :  p .  2 1 3 - 2 1 9 .  
3 5 7 .  W o n g  G . L . ,  C o h n  D . Y . ,  S e p a r a t i o n  o f  p a r a t h y r o i d  h o r m o n e  a n d  c a l c i t o n i n - s e n s i t i v e  
c e l l s  f r o m  n o n  r e s p o n s i v e  b o n e  c e l l s .  N a t u r e ,  1 9 7 4 . 2 5 2 :  p .  7 1 3 - 7 1 5 .  
3 5 8 .  Z a m b o n i n  G . ,  C o l u c c i  S . ,  C a t a t o r e  F . ,  G r a n o  M . ,  R e s p o n s e  o f  h u m a n  o s t e o b l a s t s  t o  
p o l y m e t h y l m e t h a c r y l a t e  i n  v i t r o .  C a l c i f i e d  T i s s u e  I n t e r n a t i o n a l ,  1 9 9 8 . 6 2 :  p .  3 6 2 - 3 6 5 .  
3 5 9 .  B r o o k  l . M . ,  C r a i g  G . T . ,  H a t t o n  P . V . ,  J o n c k  L . M . ,  B o n e  c e l l  i n t e r a c t i o n s  w i t h  a  
g r a n u l a r  g l a s s - i o n o m e r  b o n e  s u b s t i t u t e  m a t e r i a l :  i n  v i v o  a n d  i n  v i t r o  c u l t u r e  m o d e l s .  
B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 2 .  1 3 :  p .  7 2 1 - 7 2 5 .  
3 6 0 .  M a r t i n e z  M . E . ,  M e d i n a  S . ,  d e l  C a m p o  M . T . ,  G a r c i a  J . A . ,  R o d r i g o  A . ,  M u n u e r a  L . ,  
E f f e c t  o f  p o l y e t h y l e n e  p a r t i c l e s  o n  h u m a n  o s t e o b l a s t  c e l l  g r o w t h .  B i o m a t e r i a l s ,  1 9 9 8 .  
1 9 :  p .  1 8 3 - 1 8 7 .  
3 6 1 .  A l l e n  M . ,  M y e r  B . J . ,  M i l l e t t  P J . ,  R u s h t o n  N . ,  T h e  e f f e c t s  o f  p a r t i c u l a t e  c o b a l t ,  
C h r o m i u m  a n d  c o b a l t - c h r o m i u m  a l l o y  o n  h u m a n  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  i n  v i t r o .  J o u r n a l  
o f  B o n e  a n d  J o i n t  S u r g e r y  [ B r ] ,  1 9 9 7 .  7 9 B :  p .  4 7 5 - 4 8 2 .  
3 6 2 .  A l l e n  M . ,  B u t t e r  R ,  C h a n d r a  L . ,  L e t t i n g t o n  A . ,  R u s h t o n  N . ,  T o x i c i t y  o f  p a r t i c u l a t e  
s i l i c o n  c a r b i d e  f o r  m a c r o  p h a g e s ,  f i b r o b l a s t s  a n d  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  i n  v i t r o .  B i o -
M e d i c a l  M a t e r i a l s  a n d  E n g i n e e r i n g ,  1 9 9 5 . 5 ( 3 ) :  p .  1 5 1 - 1 5 9 .  
3 6 3 .  C l o v e r  J . ,  G o w e n  M . ,  A r e  M G - 6 3  a n d  H O S  T E 8 5  h u m a n  o s t e o s a r c o m a  c e l l  l i n e s  
r e p r e s e n t a t i v e  m o d e l s  o f  t h e  o s t e o b l a s t i c  p h e n o t y p e ?  B o n e ,  1 9 9 4 . 1 5 ( 6 ) :  p .  5 8 5 - 5 9 1 .  
3 6 4 .  D e d h a r  S . ,  A r g r a v e s  W . S . ,  S u z u k i  S . ,  R u o s l a h t i  E . ,  P i e r s c h b a c h e r  M . D . ,  H u m a n  
o s t e o s a r c o m a  c e l l s  r e s i s t a n t  t o  d e t a c h m e n t  b y  a r g - g l y - a s p  c o n t a i n i n g  p e p t i d e  
o v e r p r o d u c e  t h e  f i b r o n e c t i n  r e c e p t o r .  J o u r n a l  o f  C e l l  B i o l o g y ,  1 9 8 7 .  1 0 5 :  p .  1 1 7 5 -
1 1 8 2 .  
3 6 5 .  F r a n c e s c h i  R . T . ,  L i n s o n  C J . ,  P e t e r  T . C . ,  R o m a n o  P . R ,  R e g u l a t i o n  o f  c e l l u l a r  
a d h e s i o n  a n d  f i b r o n e c t i n  s y n t h e s i s  b y  1  a 2 5 - d i h y d r o x y v i t a m i n  D 3 .  J o u r n a l  o f  
B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y ,  1 9 8 7 . 2 6 2 :  p .  4 1 6 5 - 4 1 7 1 .  
3 6 6 .  H e i n o  J . ,  M a s s a g u e  J . ,  T r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r  j 3 s w i t c h e s  t h e  p a t t e r n  o f i n t e g r i n s  
e x p r e s s e d  i n  M G - 6 3  h u m a n  o s t e o s a r c o m a  c e l l s  a n d  c a u s e s  a  s e l e c t i v e  l o s s  o f  
a d h e s i o n  t o  l a m i n i n .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y ,  1 9 8 9 . 2 6 4 :  p .  2 1 8 0 6 - 2 1 8 1 1 .  
3 6 7 .  B a s s o l s  A . ,  M a s s a g u e  J . ,  T r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r  j 3 r e g u l a t e s  t h e  e x p r e s s i o n  a n d  
s t r u c t u r e  o f  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  c h o n d r o i t i n l d e r m a t a n  s u l p h a t e  p r o t e o g l y c a n s .  
J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y ,  1 9 8 8 . 2 6 3 :  p .  3 0 3 9 - 3 0 4 5 .  
3 6 8 .  F r a n c e s c h i  R . T . ,  R o m a n o  P . R . ,  P a r k  K . Y . ,  R e g u l a t i o n  o f  t y p e  I  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  b y  
1 , 2 5 - d i h y d r o x y v i t a m i n  D 3  i n  h u m a n  o s t e o s a r c o m a  c e l l s .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  
C h e m i s t r y ,  1 9 8 8 . 2 6 3 :  p .  1 8 9 3 8 - 1 8 9 4 5 .  
3 6 9 .  B o y a n  B . O . ,  S c h w a r t z  Z . ,  B o n e w a l d  L . F . ,  S w a i n  L . D . ,  L o c a l i s a t i o n  o f  1 , 2 5 -
d i h y d r o x y v i t a m i n  D 3  r e s p o n s i v e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  o s t e o b l a s t  c e l l  l i n e s  ( R O S  
1 7 1 2 . 8 ,  M G - 6 3  a n d  M C 3 T 3 )  a n d  g r o w t h  c a r t i l a g e  c e l l s  i n  c u l t u r e  J o u r n a l  o f  
B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y ,  1 9 8 9 . 2 6 4 :  p .  1 1 8 7 9 - 1 1 8 8 6 .  
3 7 0 .  L a j e u n e s s e  D . ,  F r o n d o z a  C . ,  S c h o f f i e l d  B . ,  S a c k t o r  B . ,  O s t e o c a l c i n  s e c r e t i o n  b y  
h u m a n  o s t e o s a r c o m a  c e l l  l i n e s  M G - 6 3 .  J o u r n a l  o f  B o n e  M i n e r a l i s a t i o n  R e s e a r c h ,  
1 9 9 0 .  5 :  p .  9 1 5 - 9 2 2 .  
3 7 1 .  H a m  R . G . ,  M c K e e h a n  W . L . ,  M e d i a  a n d  g r o w t h  r e q u i r e m e n t s .  M e t h o d s  i n  
E n z y m o l o g y ,  1 9 7 9 . 5 8 :  p .  4 4 - 9 3 .  
3 7 2 .  H a m i l t o n  W . G . ,  H a m  R G . ,  C l o n a l  g r o w t h  o f  c h i n e s e  h a m s t e r  c e l l  l i n e s  i n  p r o t e i n -
f r e e  m e d i a .  I n  V i t r o ,  1 9 7 7 .  1 3 :  p .  5 3 7 - 5 4 7 .  
3 1 0  
3 7 3 .  T a k a o k a  T . ,  K a t s u t a  H . ,  L o n g - t e r m  c u l t i v a t i o n  o J  m a m m a l i a n  c e l l  s t r a i n s  i n  p r o t e i n -
a n d  l i p i d - f r e e  c h e m i c a l l y  d e f i n e d  s y n t h e t i c  m e d i a .  E x p e r i m e n t a l  C e l l  R e s e a r c h ,  1 9 7 1 .  
6 7 :  p .  2 9 5 .  
3 7 4 .  H a r r i s o n  M . A . ,  R a e  l . F . ,  e d .  G e n e r a l  t e c h n i q u e s  o J  c e l l  c u l t u r e .  H a n d b o o k s  i n  
p r a c t i c a l  a n i m a l  c e l l  b i o l o g y ,  e d .  H a r r i s  A .  1 9 9 7 ,  C a m b r i d g e  U n i v e r s i t y  P r e s s :  
L o n d o n .  
3 7 5 .  B r u n e t t e  D . M . ,  C h e h r o u d i  8 . ,  T h e  e f f e c t s  o J t h e  s u r f a c e  t o p o g r a p h y  o J m i c r o m a c h i n e d  
t i t a n i u m  s u b s t r a t a  o n  c e l l  b e h a v i o r  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o .  J o u r n a l  o f  B i o m e c h a n i c a l  
E n g i n e e r i n g ,  1 9 9 9 .  1 2 l :  p .  4 9 - 5 7 .  
3 7 6 .  L e o n g  A . S . Y .  F i x a t i o n  a n d  J I X a t i v e s .  2 0 0 0  [ c i t e d  2 0 10 5 10 6 ] ;  A v a i l a b l e  f r o m :  
h  t l p : / / h o m e .  p r i  m U S . c o m .  a  u / r o y e  I I  i s / f i x .  h t m .  
3 7 7 .  H o p w o o d  D . ,  F i x a t i o n  a l l d  F i x a t i v e s ,  i n  T h e o r y  a n d  p r a c t i c e  o J  h i s t o l o g i c a l  
t e c h n i q u e s ,  B a n c r o f t  J . D . ,  S t e v e n s  A . ,  E d i t o r .  1 9 7 7 ,  C h u r c h i l l  L i v i n g s t o n e :  
E d i n b u r g h .  
3 7 8 .  M c D o w e l l  E . M . ,  T r u m p  B . 1 . ,  H i s t o l o g i c  J I X a t i v e s  s u i t a b l e  J o r  d i a g n o s t i c  l i g h t  a n d  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  A r c h i v e s  o f  P a t h o l o g y  a n d  L a b o r a t o r y  M e d i c i n e ,  1 9 7 6 .  1 0 0 :  p .  
4 0 5 - 4 4 4 .  
3 7 9 .  S p e c t o r  D . L . ,  G o l d m a n  R . D . ,  L e i n w a n d s  L . A . ,  C e l l s :  a  l a b o r a t o l Y  m a n u a l .  V o ! .  
V o l u m e  I :  C u l t u r e  a n d  b i o c h e m i c a l  a n a l y s i s  o f  c e l l s .  1 9 9 8 ,  U S A :  C o l d  S p r i n g  H a r b o r  
L a b o r a t o r y  P r e s s .  
3 8 0 .  C e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  v i a b i l i t y  m e a s u r e m e n t .  C e l l  B i o l o g y  2 0 0 3  [ c i t e d  2 0 / 0 4 / 0 7 ] ;  
A v a i l a b l e  f r o m :  h t t p : / / w w w . r o c h e - a p p l i e d -
s c i e n c e . c o m / P R O D  I N F / B I O C H E M l / n o 3  0 3 / P D F / p 2 6  2 8 . p d f .  
3 8 1 .  P e t e r s o n  W . 1 . ,  T a c h i k i  K . H . ,  Y a m a g u c h i  D . T . ,  E x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  a l t e r s  t h e  
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t r i t i a t e d  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n  o J  M C 3 T 3 -
E l  c e l l s  d u r i n g  o s t e o g e n e s i s  i n  v i t r o .  C e l l  P r o l i f e r a t i o n ,  2 0 0 2 .  3 5 :  p .  9 - 2 2 .  
3 8 2 .  A h e r n  T . ,  T a y l o r  G . A . ,  S a n d e r s o n  C . 1 . ,  A n  e v a l u a t i o n  o J  a n  a s s a y  J o r  D N A  s y n t h e s i s  
i n  I y m p h o c y t e s  w i t h  t  H J  t h y m i d i n e  a n d  h a r v e s t i n g  o n  t o  g l a s s  f i b r e  f i l t e r  d i s c s .  
J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g i c a l  M e t h o d s ,  1 9 7 6 .  1 0 :  p .  3 2 9 .  
3 8 3 .  Z e i g l e r  J . 8 . ,  H a m e n  P . 1 . ,  D a v i e s  W . A . ,  P e n n y  R . T . ,  T h e  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e :  
v a l i d a t i o n  o J  t h e  u s e  o J  l o g a r i t h m i c  g r a p h  p a p e r  b y  c o m p u t e r  a n a l y s i s  r e s u l t s  J o u r n a l  
o f  I m m u n o l o g y ,  1 9 7 4 .  J J 3 :  p .  2 0 3 5 .  
3 8 4 .  P e t e r s o n  W . J . ,  A  m e t h o d  t o  a s s e s s  t h e  p r o l i f e r a t i n g  a c t i v i t y  o J  s m a l l  n u m b e r s  o J  
m u r i n e  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s .  J o u r n a l  o f  i m m u n o l o g i c a l  M e t h o d s ,  
1 9 8 7 .  9 6 :  p .  1 7 1 .  
3 8 5 .  K o m b e r g  A . ,  B a k e r  T . A . ,  B i o s y n t h e s i s  o J  D N A  p r e c u r s o r s ,  i n  D N A  R e p l i c a t i o n ,  
K o m b e r g  A . ,  B a k e r  T . A . ,  E d i t o r .  1 9 9 2 ,  W . H .  F r e e m a n :  N e w  Y o r k .  p .  C h a p t e r  2 ,  p  5 3 .  
3 8 6 .  K i m  Y . K . ,  L e e  A . S . ,  I d e n t i f i c a t i o n  o J  a  7 0 - b a s e - p a i r  c e l l  c y c l e  r e g u l a t o r y  u n i t  w i t h i n  
t h e  p r o m o t e  o J  t h e  h u m a n  t h y m i d i n e  k i n a s e  g e n e  a n d  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  c e l l u l a r  
J a c t o r s .  M o l e c u l a r  a n d  C e l l u l a r  B i o l o g y ,  1 9 9 1 .  1 I (  4 ) :  p .  2 2 9 6 - 2 3 0 2 .  
3 8 7 .  B a c h l e  M . ,  K o h a l  R . 1 . ,  A  s y s t e m a t i c  r e v i e w  o J  t h e  i n f l u e n c e  o J  d i f fe r e n t  t i t a n i u m  
s u r f a c e s  0 1 1  p r o l i f e r a t i o n ,  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  p r o t e i n  s y n t h e s i s  o J  o s t e o b l a s t - l i k e  
M G 6 3  c e l l s .  C l i n i c a l  O r a l  I m p l a n t  R e s e a r c h ,  2 0 0 4 .  1 5 :  p .  6 8 3 - 6 9 2 .  
3 8 8 .  T u s z y n s k i  G . P . ,  M u r p h y  A . ,  S p e c t r o p h o t o m e t r i c  q u a n t i t a t i o n  o f  a n c h o r a g e - d e p e n d e n t  
c e l l  l I u m b e r s  u s i n g  t h e  b i c i n c h o n i n i c  a c i d  p r o t e i n  a s s a y  r e a g e n t .  A n a l y t i c a l  
b i o c h e m i s t r y ,  1 9 9 0 .  1 8 4 :  p .  1 8 9 - 1 9 1 .  
3 8 9 .  G o r n a l l  A . G . ,  B a r d a w i l l  C . 1 . ,  D a v i d  M . M . ,  D e t e r m i n a t i o n  o J s e r u l l l  p r o t e i n s  b y  m e a n s  
o J  t h e  b i u r e t  r e a c t i o n .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y ,  1 9 4 8 .  ]  7 7 ( 2 ) :  p .  7 5 1 - 7 6 6 .  
3 9 0 .  W e i c h s e l b a u m  T . E . ,  D e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n s  i n  b l o o d  s e r u m  a n d  p l a s m a .  A m e r i c a n  
J o u r n a l  o f  C l i n i c a l  P a t h o l o g y ,  1 9 4 6 .  7 :  p .  4 0 .  
3 1 1  
3 9 1 .  S m i t h  P . K . ,  K r o h n  R . L ,  H e l l l l a n S O n  G . T . ,  M a l l i a  A . K . ,  G a r t n e r  F . H . ,  P r o v e n z a n o  
M . D . ,  F u j i m o t o  E . K . ,  G o e k e  N . M . ,  0 1 s o n  B J . ,  K l e n k  D . e . ,  M e a s u r e m e n t  o f  p r o t e i n  
u s i n g  b i c i n c h o n i n i c  a c i d .  A n a l y t i c a l  B i o c h e m i s t r y ,  1 9 8 5 .  1 5 0 :  p .  7 6 - 8 5 .  
3 9 2 .  Y a n g  Y . ,  G l o v e r  R . ,  O n g  J . L . ,  F i b r o n e c t i n  a d s o r p t i o n  o n  t i t a n i u m  s u r f a c e s  a n d  i t s  
e f f e c t  o n  o s t e o b l a s t  p r e c u r s o r  c e l l  a t t a c h m e n t .  C o l l o i d s  a n d  S u r f a c e s  B :  B i o i n t e r f a c e s ,  
2 0 0 3 . 3 0 :  p .  2 9 1 - 2 9 7 .  
3 9 3 .  S h u i  e . ,  S c u t t  A . ,  M i l d  h e a t  s h o c k  i n d u c e  p r o l i f e r a t i o n ,  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  
a n d  m i n e r a l i z a t i o n  i n  h u m a n  b o n e  m a r r o w  s t r o m a l  c e l l s  a n d  M G - 6 3  c e l l s  i n  v i t r o .  
J o u r n a l  o f  B o n e  a n d  M i n e r a l  R e s e a r c h ,  2 0 0  I .  1 6 :  p .  7 3 1 - 7 4 1 .  
3 9 4 .  C a o  L . ,  B u  R . ,  O a k J e y  J . I . ,  K a l l a  S . E . ,  B l a i r  H . C . ,  E s t r o g e n  r e c e p t o r - f J  m o d u l a t e s  
s y n t h e s i s  o f  b o n e  m a t r i x  p r o t e i n s  i n  h u m a n  o s t e o b l a s t - l i k e  M G 6 3  c e l l s .  J o u r n a l  o f  
C e l l u l a r  B i o c h e m i s t r y ,  2 0 0 3 .  8 9 :  p .  1 5 2 - 1 6 4 .  
3 9 5 .  B e s s e y  O . A . ,  L o w r y  O . H . ,  B r o c k  M J . ,  A  m e t h o d  f o r  t h e  r a p i d  d e t e r m i n a t i o n  o f  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  w i t h  f i v e  c u b i c  m i l l i m e t e r s  o f  s e n l m .  T h e  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  
C h e m i s t r y ,  1 9 4 6 . 1 6 4 ( 1 ) :  p .  3 2 1 - 3 2 9 .  
3 9 6 .  B o d a n s k y  A . ,  P h o s p h a t a s e  s t u d i e s  I I  d e t e r m i n a t i o n  o f  s e r u m  p h o s p h a t a s e .  F a c t o r s  
i n j l u e n c i n g  t h e  a c c u r a c y  o f  t h e  d e t e r m i n a t i o n .  T h e  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y ,  
1 9 3 3 .  1 0 1 :  p .  9 3 - 1 0 4 .  
3 9 7 .  K i n g  E . J . ,  A n n s t r o n g  A . R . ,  A  c o n v e n i e n t  m e t h o d  f o r  d e t e r m i n i n g  s e r u m  a n d  b i l e  
p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .  C a n a d i a n  M e d i c a l  A s s o c i a t i o n  J o u r n a l ,  1 9 3 4 . 3 1 ( 4 ) :  p .  3 7 6 - 3 8 1 .  
3 9 8 .  K i n g  E J . ,  D e l o r y  G . E . ,  T h e  r a t e s  o f  e n z y m i c  h y d r o l y s i s  o f  p h o s p h o r i c  e s t e r s .  
B i o c h e m i c a l  J o u r n a l ,  1 9 3 9 . 3 3 :  p .  1 1 8 5 - 1 1 9 0 .  
3 9 9 .  A n d e r s s o n  H . ,  B e r g  A . V . D . ,  M i c r o f a b r i c a t i o n  a n d  m i c r o j l u i d i c s  f o r  t i s s u e  
e n g i n e e r i n g :  s t a t e  o f  t h e  a r t  a n d  f u t u r e  o p p o r t u n i t i e s .  L a b  o n  a  C h i p ,  2 0 0 4 .  4 :  p .  9 8 -
1 0 3 .  
4 0 0 .  S n i a d e c k i  N J . ,  D e s a i  R . A . ,  R u i z  S . A . ,  C h e n  e . S . ,  N a n o t e c h n o l o g y  f o r  c e l l - s u b s t r a t e  
i n t e r a c t i o n s .  A n n a l s  i n  B i o m e d i c a l  E n g i n e e r i n g ,  2 0 0 6 .  3 4 ( 1 ) :  p .  5 9 - 6 4 .  
4 0 1 .  M a r t i n  P J . ,  N e t t e r f i e l d  R . P . ,  K i n d e r  T J . ,  D e p o s i t i o n  o f  T i N ,  T i C ,  a n d  T i 0 2 f i l m s  b y  
f i l t e r e d  a r c  e v a p o r a t i o n .  S u r f a c e  &  C o a t i n g s  T e c h n o l o g y ,  1 9 9 1 . 4 9 :  p .  2 3 9 - 2 4 3 .  
4 0 2 .  M a r t i n  P J . ,  B e n d a v i d  A . ,  T h e  f i l t e r e d  a r c  p r o c e s s  a n d  m a t e r i a l s  d e p o s i t i o n .  S u r f a c e  
a n d  C o a t i n g s  T e c h n o l o g y ,  2 0 0 1 .  1 4 2 - 1 4 4 :  p .  7 - 1 0 .  
4 0 3 .  B a s e l t  D . ,  T h e  t i p - s a m p l e  i n t e r a c t i o n  i n  a t o m i c  f o r c e  m i c r o s c o p y  a n d  i t s  i m p l i c a t i o n s  
f o r  b i o l o g i c a l  a p p l i c a t i o n s .  1 9 9 3 ,  C a l i f o r n i a  I n s t i t u t e  o f  T e c h n o l o g y :  C a l i f o r n i a .  
4 0 4 .  A t t a r d  G . ,  B a r n e s  C . ,  e d .  S U I / a c e s .  O x f o r d  C h e m i s t r y  P r i m e r s ,  e d .  C o m p t o n  R . G .  
1 9 9 8 ,  O x f o r d  S c i e n c e  P u b l i c a t i o n s :  O x f o r d .  
4 0 5 .  W a g n e r  C . D . ,  R i g g s  W . M . ,  D a v i s  L . E . ,  M o u l d e r  J . F . ,  M u i l e n b e r g  G . E . ,  H a n d b o o k  o f  
x - r a y  p h o t o e l e c t r o n  s p e c t r o s c o p y .  1 9 7 9 ,  M i n n e s o t a :  P e r k i n - E l m e r  C o r p o r a t i o n .  
4 0 6 .  E n e r g y ,  U . S . D . o .  X - r a y  p h o t o e l e c t r o n  s p e c t r o s c o p y .  2 0 0 6 0 6 / 0 2 / 0 6  [ c i t e d  2 5 / 0 5 / 0 6 ) ;  
A  v a i l a b l e  f r o m :  h t t p : / / w w w - g r o u p . s l a c . s t a n f o r d . e d u l s m s / x r a y s p e c t r o s c o p y . h t m l .  
4 0 7 .  C a l l i s t e r  W . D . ,  M a t e r i a l s  s c i e n c e  a n d  e n g i n e e r i n g :  a n  i n t r o d u c t i o n .  2 0 0 7 ,  U S A :  J o h n  
W i l e y  &  S o n s  I n c  . .  
4 0 8 .  A n d e r s o n  D . ,  H i n e s  P . ,  K a p l i n  I . ,  P e r r e t t  R . ,  R o m e o  T . ,  O p e r a t i o n  o f  t h e  s c a n n i n g  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .  2 0 0 2 ,  S y d n e y :  A u s t r a l i a n  K e y  C e n t e r  f o r  M i c r o s c o p y  a n d  
M i c r o a n a l y s i s ,  T h e  U n i v e r s i t y  o f  S y d n e y .  
4 0 9 .  E l e c t r o n  S i g n a l .  [ c i t e d  2 5 / 0 5 / 0 6 ) ;  A v a i l a b l e  f r o m :  
h t t p : / / m s e .  i  a s  t a  l e .  e d  u l m  i  c r o s c o p y l b a c  k s c a  t 2 .  h  t r n  I .  
4 1 0 .  L u g s c h e i d e r  E . ,  B o b z i n  K . ,  T h e  i n j l u e n c e  o n  s U I / a c e  f r e e  e n e r g y  o f  P V D - c o a t i n g s .  
S u r f a c e  a n d  C o a t i n g s  T e c h n o l o g y ,  2 0 0 1 .  1 4 2 - 1 4 4 :  p .  7 5 5 - 7 6 0 .  
3 1 2  
4 1 1 .  C h e s m e l  K . D . ,  B l a c k  J . ,  C e l l u l a r  r e s p o n s e s  t o  c h e m i c a l  a n d  m o r p h o l o g i c  a s p e c t s  o f  
b i o m a t e r i a l s  s U I / a c e s .  1 .  a  n o v e l  i n  v i t r o  m o d e l  s y s t e m .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  
M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 5 .  2 9 :  p .  1 0 8 9 - 1 0 9 9 .  
4 1 2 .  T a n  J . ,  S a l t z m a n  W . M . ,  T o p o g r a p h i c a l  c o n t r o l  o f  h u m a n  n e u t r o p h i l  m o t i l i t y  o n  
m i c r o p a l l e r n e d  m a t e r i a l s  w i t h  v a r i o u s  s u r f a c e  c h e m i s t r y .  B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 2 .  2 3 (  I S ) :  
p .  3 2 1 5 - 3 2 2 5 .  
4 1 3 .  Z h u  B . ,  Z h a n g  Q . ,  L u  Q . ,  X u  Y . ,  Y i n  l . ,  H u  J . ,  W a n g  Z . ,  N a n o t o p o g r a p h i c a l  g u i d a n c e  
o f  C 6  g l i o m a  c e l l  a l i g n m e n t  a n d  o r i e n t e d  g r o \ V t h .  B i o m a t e r i a l s ,  2 0 0 4 .  2 5 :  p .  4 2 1 5 -
4 2 2 3 .  
4 1 4 .  W i e l a n d  M . ,  C h e h r o u d i  B . ,  T e x t o r  M . ,  B r u n e t t e  D . M . ,  U s e  o f  T i - c o a t e d  r e p l i c a s  t o  
i n v e s t i g a t e  t h e  e ; f f e c t s  o n  f i b r o b l a s t  s h a p e  o f  s u r f a c e s  w i t h  v a r y i n g  r o u g h n e s s  a n d  
c o n s t a n t  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  2 0 0 2 .  6 0 :  
p . 4 3 4 - 4 4 4 .  
4 1 5 .  P b a n e u f  M . W . ,  A p p l i c a t i o n s  o f  f o c u s e d  i o n  b e a m  m i c r o s c o p y  t o  m a t e r i a l s  s c i e n c e  
s p e c i m e n s .  M i c r o n ,  1 9 9 9 . 3 0 :  p .  2 7 7 - 2 8 8 .  
4 1 6 .  O l s o n  T . K . ,  L e e  R . G . ,  M o r g a n  J . C .  C o n t r a s t  m e c h a n i s m s  i n  f o c u s e d  i o n  b e a m  
i m a g i n g .  i n  1 8 t h  I n t e r n a t i o n a l  S y m p o s i u m  f o r  T e s t i n g  a n d  F a i l u r e  A n a l y s i s  ( I S T F A  
9 2 ) .  1 9 9 2 .  M a t e r i a l s  P a r k ,  O h i o :  A S M  I n t e r n a t i o n a l .  
4 1 7 .  G a b r i e l  B . L . ,  S E M '  a  u s e r s  m a n u a l  f o r  m a t e r i a l s  s c i e n c e .  1 9 8 5 ,  M e t a l s  P a r k ,  O b i o  
4 4 0 7 3 :  A m e r i c a n  S o c i e t y  f o r  M e t a l s .  
4 1 8 .  G e n e r a l  E l e c t r i c  C o m p a n y  G . E .  H y d r o p h i l i c i t y  a n d  H y d r o p h o b i c i t y .  [ w e b s i t e ]  1 9 9 7  -
2 0 0 5  [ c i t e d  3 0 / 0 8 / 0 5 ] ;  A v a i l a b l e  f r o m :  
h t t p : / / w w w . g e w a t e r . c o m l l  i b r a r y / t p l 7 7 2  H  y d r o p h i l  i c i l y  a n d . j s p .  
4 1 9 .  L o h m a n n  C . H . ,  S a g u n  l r  R . ,  S y l v i a  V . L . ,  C o c h r a n  D . L . ,  D e a n  0 . 0 . ,  B o y a n  B . O . ,  
S c h w a r t z  Z . ,  S u r f a c e  r o u g h n e s s  m o d u l a t e s  t h e  r e s p o n s e  o f  M G 6 3  o s t e o b l a s t - l i k e  c e l l s  
t o  J , 2 5 - ( O Hh D 3  t h r o u g h  r e g u l a t i o n  o f  p h o s p h o l i p a s e  A l  a c t i v i t y  a n d  a c t i v a t i o n  o f  
p r o t e i n  k i n a s e A .  J o u r n a l  o f  B i o m e d i c a l  M a t e r i a l s  R e s e a r c h ,  1 9 9 9 . 4 7 :  p .  1 3 9 - 1 5 1 .  
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3. ALKALINE PHOSPHATASE ACTIVITY 
The fo llowing graph depicted the various levels of alkaline phospbatase activity for (a) 
grooved, and (h) pillared and pitted specimens. 
(a) ALP ACTIVITY ON GROOVED SPECIMENS 
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Figure 159A: ALP activity ror (a) pa rallel grooved specimens, and (b) the pillared and pitied specimens . 
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